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Estudio del comportamiento de biopelículas bacterianas 
desarrolladas sobre distintas superficies de contacto y sometidas a 
diferentes temperaturas. Desarrollo de una metodología de control 
“in situ”. 
Palabras Clave: Biopelículas, Cristal Violeta, Limpieza, 
Desinfección, Hipoclorito de sodio, acción correctiva. 
RESUMEN Con el fin de evaluar el comportamiento de la formación de 
biopelículas bacterianas en diferentes superficies y temperaturas para a 
su control, se desarrolló la presente investigación en tres etapas. ETAPA 
UNO: su objetivo fue la detección de biopelículas sobre superficies de 
acero inoxidable (AI), polietileno de alta densidad y alto peso molecular 
(PEAD) y politetrafluoroetileno (PTFE); recolección de muestras para el 
recuento de mesófilos aerobios (RAM) e investigación de patógenos. La 
identificación de biopelículas se realizó utilizando la tinción de cristal 
violeta. El color azul se observó en el 15% de la superficie en AI, en el 
35% en PEAD y 40% en PTFE. Los hisopados de los lugares coloreados 
mostraron una alta concentración bacteriana. Se aisló una cepa de E. coli 
(no productora de Toxina Shiga) y una cepa de P. aeruginosa a partir de 
superficies de PEAD. No se aislaron bacterias patógenas. Todos los RAM 
superaban los límites microbiológicos recomendados. En la ETAPA DOS 
se evaluó el desarrollo (in vitro) de biopelículas en tres superficies y tres 
temperaturas (3, 10 y 25°C). Se aplicaron tres protocolos de limpieza y 
desinfección (LD) (in vitro) a las biopelículas maduras. Cada LD fue 
evaluado por medio de recuento bacteriano de superficie. Para el 
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desarrollo de biopelículas se utilizaron las cepas aisladas (E. coli y P. 
aeruginosa) y cepas de origen externo de E. coli O157, Listeria spp y 
Salmonella spp. Las cinco cepas produjeron biopelículas en todas las 
superficies y en las tres temperaturas, superando las dosis infectivas 
mínimas de cada patógeno utilizado. A 3°C Listeria spp. mostró el mayor 
recuento (3,08 log UFC/cm2) y no se observaron diferencias significativas 
(p>0,05) con P. aeruginosa en 192 horas de incubación. En E. coli, E. coli 
O157 y Salmonella spp. se observaron diferencias significativas para E. 
coli (p<0,05). A 10 y 25°C E. coli O157 mostró los valores más altos con 
6,20 log UFC/cm2 (192 horas) y 7,92 UFC/cm2 (72 horas) 
respectivamente. En cada temperatura se observaron diferencias 
significativas (p<0,001) entre cada cepa. A las biopelículas con mayor 
recuento de bacterias se aplicaron los protocolos de LD. 1) detergente 
neutro e hipoclorito de sodio, 2) catolito y agua electroactivada y 3) 
detergente alcalino y ácido acético. Los tres protocolos fueron efectivos y 
cumplieron con los límites microbiológicos recomendados y con los 
obligatorios. El protocolo elegido de LD para experimentar in situ fue el 1. 
En la ETAPA TRES se evaluó la aplicación del protocolo 1 de LD in situ. 
Fue altamente efectivo en AI y PTFE. En PEAD, dos resultados igualaron 
el límite de RAM recomendado y se implantó una acción correctiva 
denominada Protocolo 1 modificado. En PEAD el Protocolo 1 modificado 
cumplió con los límites microbiológicos recomendados y obligatorios. El 
trabajo realizado generó una importante información que permitió obtener 
herramientas para aplicar mejoras en forma continua, profundizar en el 
XXI 
 
estudio de identificación y control de biopelículas y trabajar de manera 
multidisciplinaria en estrategias de capacitación de operarios con un solo 
objetivo: producir alimentos seguros para la comunidad universitaria. 
Study of the behavior of bacterian biofilms grown on different 
contact surfaces and subjected to different temperatures. 
Development of an “in situ” control methodology. 
Key words: biofilms, crystal violet, cleansing, disinfection, 
sodium Hypochlorite, corrective action. 
SUMMARY. In order to evaluate the behavior of bacterial biofilm growth, in 
different surfaces and temperatures, the present investigation was made 
in three stages. STAGE ONE, its purpose was the detection of biofilms on 
stainless steel surfaces (SS), high density and high molecular weight 
polyethylene (HDPE) and polytetrafluorethylene (PTFE); sample 
recollection for the aerobic mesophilic total plate count (APC) and 
pathogen research. The identification of biofilms was conducted by crystal 
violet dyeing, color blue was observed in 15% of the SS surface, in the 
35% in HDPE and 40% on PTFE. Swabs from the colored places show a 
high bacterial concentration. A strain of E. coli was isolated (not a Shiga 
toxin producer) as well as another one of P. aeruginosa on HDPE 
surfaces. No pathogenic bacteria were isolated. All APC were over the 
recommended microbiological limits. On STAGE TWO the development in 
vitro of biofilms on three surfaces and three temperatures was evaluated 
(3, 10 y 25°C). Three cleaning and disinfection protocols (CD) were 
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applied (in vitro) to the mature biofilms. Each CD was evaluated through 
surface bacteria count. For the development of biofilms isolated strains 
were used (E. coli and P. aeruginosa) and external source strains of E. 
coli O157, Listeria spp and Salmonella spp. All five strains produced 
biofilms on all surfaces and at the three temperatures, exceeding the 
minimum infective dose of each of the used pathogens. At 3°C Listeria spp 
showed the highest count (3,08 log UFC/cm2) and no significative 
differences were observed (p>0,05) with P. aeruginosa after 192 hours of 
incubation. In E. coli, E. coli O157 and Salmonella spp, significative 
differences were observed for E. coli (p<0,05). At 10 y 25°C E. coli O157 
showed the highest values with 6,20 log UFC/cm2 (192 hours) and 7,92 
UFC/cm2 (72 hours) respectively. At each temperature, significative 
differences were observed (p<0,001) between each strain. To the biofilms 
with higher bacteria count, the three CD protocols were applied. 1) neutral 
detergent and sodium hypochlorite, 2) Catholyte and electro activated 
water and 3) alkaline detergent and acetic acid. All three protocols were 
effective and achieved the recommended and the obligatory microbiologic 
limits. For the in-situ experiment, the selected CD protocol was number 1). 
On STAGE THREE the application in-situ of the CD protocol 1 was 
evaluated. It was highly effective on SS and PTFE. On HDPE, two results 
equalled the recommended APC limit and a corrective action named 
Modified Protocol 1 was implemented. On HDPE, Modified Protocol 1 kept 
the recommended and obligatory microbiological limits. This carried out 
work generated important information that provided means to the 
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application of continuous improvement, to deepen the study of 
identification and control of biofilms, and to strive multidisciplinarily for new 
staff training strategies with one goal: to produce safe food for the 






Los alimentos y sus nutrientes son esenciales para llevar una vida 
activa y sana. No obstante, pueden causar distintos tipos de 
enfermedades cuando se encuentran contaminados con agentes nocivos 
para la salud, por lo que se debe cumplir obligatoriamente el concepto de 
“seguridad alimentaria” (FAO-OMS, 2018). 
Éste engloba el derecho de cada individuo a tener acceso en todo 
momento a una suficiente cantidad de alimentos, que estén libres de 
peligros para garantizar la seguridad, que puedan cubrir las necesidades 
nutricionales y las preferencias culturales para llevar una vida sana y 
activa.  
En respuesta a esta necesidad, el Estado junto al sector privado 
productor de alimentos diseñaron políticas conjuntas dirigidas a producir 
la cantidad de alimentos que es requerida por la población. El desarrollo 
de estrategias de capacitación del personal, fue una de las claves para 
garantizar la inocuidad y la calidad de los productos. A esto se sumó una 
fuerte inversión económica para la modernización de maquinaria, los 
sistemas de conservación y distribución de los productos. La sumatoria de 
todas las acciones aplicadas a la producción alimentaria, generó un 
mercado que ofrece suficientes alimentos de excelente calidad y con 
garantía de inocuidad.   
Desde el año 2010, la Organización de las Naciones Unidas para la 
Alimentación (FAO, Food and Agriculture Organization), la Organización 
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Mundial de la Salud (OMS) y la Organización Mundial de Sanidad Animal 
(OIE) introdujeron el concepto de “una sola salud” (one health) con el 
objetivo de controlar los riesgos sanitarios entre el hombre, los animales y 
medio ambiente en todas las etapas de producción de los alimentos “de la 
granja a la mesa” (OIE, 2019). 
Enfermedades Transmitidas Por Alimentos  
i. Definición 
La OMS define a las enfermedades transmitidas por alimentos 
(ETA) como “el conjunto de síntomas originados por la ingestión de agua 
y/o alimentos que contengan agentes biológicos (por ejemplo, bacterias o 
parásitos) o no biológicos (por ejemplo, plaguicidas o metales pesados) 
en cantidades tales que afecten a la salud del consumidor en forma aguda 
o crónica, a nivel individual o de grupo de personas”. 
Las ETA pueden clasificarse como infecciones, intoxicaciones y 
toxiinfecciones o infecciones mediadas por toxina (OPS, 2018).  
Las Infecciones resultan de la ingestión de alimentos que contienen 
microorganismos vivos perjudiciales. Por ej.: Salmonelosis, Hepatitis viral 
A, Toxoplasmosis etc. 
Las Intoxicaciones se producen por la ingesta de alimentos con 
toxinas pre-formadas en la matriz alimentaria. Las toxinas pueden ser 
productos metabólicos de microorganismos, o de sustancias químicas 
incorporadas de modo accidental, incidental o intencional desde su 
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producción hasta su consumo. Por ej.: Botulismo, Toxina Estafilocócica o 
Toxinas por hongos. 
Toxi-Infecciones o infecciones mediadas por toxina, resultan de la 
ingestión de alimentos con una cantidad de microorganismos causantes 
de enfermedades, que son capaces de producir y liberar toxinas una vez 
que son ingeridos. Por ej.: Cólera (CDC 2001; Mossel y col., 2003; FDA 
2012). 
El explosivo crecimiento demográfico a nivel mundial generó una 
mayor demanda de alimentos. Según la FAO la producción de alimentos 
destinados a humanos y animales superó las 3 mil toneladas en el año 
2013, generando así nuevas corrientes de producción, de venta y de 
abastecimiento en estos últimos 5 años.  
La premisa fundamental de la industria alimentaria es la de 
emprender nuevos desarrollos para la obtención de productos diseñados 
para satisfacer a los consumidores en todo el mundo. Esto se observa 
principalmente porque cada país tiene un mercado interno y externo que 
satisfacer, con alimentos que cumplan con los requerimientos de calidad e 
inocuidad solicitados por los entes reguladores. 
 Las grandes diferencias en los niveles socioeconómicos de la 
población mundial influyen en forma punzante en la velocidad de 
producción y transporte. En las grandes ciudades se instalaron los 
sistemas de producción y distribución rápida de alimentos “soluciones 
rápidas a una vida rápida” y en contrapartida, en los conurbanos de estas 
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ciudades, la primera necesidad es de proveer “comida” a granel para 
solventar las necesidades nutricionales diarias de poblaciones que sufren 
las consecuencias de políticas no inclusivas (comedores gratuitos).  
ii. Multicausalidad 
No se puede atribuir la aparición de las ETA a causas individuales, 
sino que deben ser pensadas como producto de una multicausalidad. Una 
de las figuras más utilizadas para concientizar a los ciudadanos se 
muestra en la figura 1. Se destaca la importancia que tienen las fuentes 
de contaminación. Este es el primer paso donde los alimentos pueden 
exponerse a los agentes biológicos, químicos o físicos, o propiedad de un 
alimento capaz de provocar un efecto nocivo para la salud (peligros) 
(Codex Alimentarius, 2000). 
Figura 1: Multicausalidad de las ETA 
 
 
Si los componentes intrínsecos de la matriz resultan ser los 
adecuados para que se produzca la colonización, ese alimento se 
transformará en un alimento vulnerable. Sumado a esto, la acción de 
factores extrínsecos inadecuados facilitará el desarrollo del peligro en la 
matriz alimentaria. Al momento de ser consumido por un huésped 
susceptible existe una muy alta probabilidad de que se desarrolle una 
ETA (ETA, 2018; Silva y col., 2015).  
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La tríada epidemiológica es el modelo tradicional que representó el 
paradigma para explicar las causas que producen enfermedades. Se 
compone de tres partes: un agente etiológico, un huésped susceptible y el 
medio ambiente que interactúa entre ambos, en especial en la vía de 
transmisión desde una fuente infecciosa hacia el huésped. En la medida 
que se rompe el equilibrio entre estos tres factores, sobreviene la 
enfermedad. Por otra parte, el desequilibrio de alguno de ellos puede 
aumentar o disminuir la frecuencia de las enfermedades (figura 2). 
Figura 2: Triada epidemiológica 
 
En el Medio ambiente: características extrínsecas (temperatura, 
humedad, atmósfera, etc.) 
Agente etiológico: Potencial del microorganismo o tóxico para causar 
daño, expresión de los genes de virulencia, capacidad de evadir la 
respuesta inmune, sensibilidad del microrganismo al pH, etc.  
Huésped: Edad, condición general de salud, estado de gravidez, 




Las ETA son un importante grupo de enfermedades que causan 
morbilidad y mortalidad en los consumidores, una estimación global 
publicada por la OMS (2015) informa que 31 diferentes peligros causan 
32 distintas enfermedades. Once de los peligros (1 agente viral, 7 
bacterias y 3 protozoos) están directamente relacionados con 11 
enfermedades diarreicas, 7 enfermedades infecciosas del tipo invasivo (1 
agente viral, 5 bacterias, 1 protozoo), 10 helmintos y 3 de origen químico 
(Pires y col., 2009).   
Todos estos peligros causaron 600 millones de ETA en el año 
2010, de las cuales 420 mil fueron mortales (estimaciones a nivel 
mundial). Las más frecuentes fueron las diarreas que provocaron 
(Norovirus o virus tipo Norwalk y Campylobacter spp.) 230 mil muertes, en 
particular Salmonella entérica (diarrea y enfermedad invasiva). Las otras 
causas fueron debidas a agentes etiológicos como Salmonella Thypi, 
Taenia solium, Hepatitis A y aflatoxinas (OMS, 2015). 
Hasta la fecha se han descrito más de 250 tipos de ETA. La 
mayoría son infecciones ocasionadas por distintas bacterias, virus y 
parásitos. Entre los patógenos bacterianos se destacan: Campylobacter, y 
Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium fagotipo 104 (DT 104), STEC, L. 
monocytogenes, C. jejuni, Yersinia spp., S. dysenteriae y Cronobacter 
sakazakii. A largo plazo algunas de estas enfermedades pueden conducir 
a otros padecimientos. Un ejemplo es la infección con STEC que puede 
provocar el Síndrome Urémico Hemolítico (SUH) generando graves 
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complicaciones renales hasta dar como resultado final la insuficiencia 
renal crónica (Zotta y col, 2015; Copes y col., 2009; Leotta G, 2011). 
iii. Síntomas  
Los síntomas que se observan cuando se presenta una ETA 
pueden variar desde leves hasta graves y suelen ser diferentes según el 
peligro ingerido. Los más comunes incluyen malestar estomacal, cólicos 
estomacales, náuseas, vómitos, diarrea, fiebre, mialgias, tos, parestesias, 
cefaleas, visión borrosa, edemas, etc. La manifestación de los mismos 
puede variar en el tiempo dependiendo del peligro que haya sido ingerido. 
Por ejemplo, cuando se produce la ingestión de toxina estafilocócica la 
aparición de síntomas es muy rápida, considerada explosiva entre 2 y 6 
horas (Silva y col., 2017). En el caso de que se hayan consumido 
alimentos contaminados con bacterias como la Shigella o Salmonella, los 
síntomas aparecen a partir de las 24 horas aproximadamente.   
En la mayoría de las personas estas afecciones se solucionan en 
días, con o sin cuidado médico, pero en aquellas que por algún motivo se 
encuentran dentro de grupos vulnerables (niños menores de 5 años, 
ancianos, embarazadas, inmunocomprometidos, etc.) pueden presentar 
síntomas de gravedad, requerir hospitalización, causar problemas de 
salud a largo plazo o incluso la muerte (Silva y col., 2017; Repetto H., 




iv. Estrategias de control.  
La constante evolución en los procedimientos de fiscalización 
generó nuevas metodologías en la aplicación de controles bromatológicos 
en todos los niveles de producción. La necesidad de implementar los 
sistemas de gestión a todo nivel, originó una nueva tecnología que 
identifica, evalúa y realiza un tamizaje de los riesgos en la industria 
alimentaria. Este sistema se denominó “Inspección Basada en Riesgos” y 
responde en forma proactiva a las preguntas sobre el qué, el cuándo y el 
cómo inspeccionar. Dando prioridad a los elementos con alta probabilidad 
y consecuencia de contaminación (elementos de alto riesgo), esta 
estrategia permite una inversión racional de los recursos de inspección y 
mantenimiento (Hernández Arango P., 2012). 
En los últimos tiempos la implementación del análisis de los riegos 
ha cobrado gran notoriedad. Esto fue posible por la capacitación continua 
en todos los niveles, generando un mejor entendimiento de cómo suceden 
las enfermedades transmitidas por alimentos. El “nuevo enfoque” se está 
convirtiendo en la base para las medidas de prevención de las ETA 
(Carrasco y col., 2009). 
El control de factores tales como la contaminación cruzada, 
cocción, pasteurización, calidad del agua, control de plagas, sanitización, 
personal capacitado, etc., es excluyente para reducir la carga microbiana 
a los niveles requeridos para garantizar la inocuidad (FAO, 2008).  
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Con el objetivo de lograr alimentos inocuos y con la calidad 
requerida, es fundamental que los establecimientos elaboradores 
implementen las Buenas Prácticas de Manufactura (BPM) y los 
Procedimientos Operacionales Estandarizados de Sanitización (POES). 
Tanto las BPM como los POES son indispensables para la aplicación del 
sistema de Análisis de los Peligros y Puntos Críticos de Control (HACCP, 
Hazard Analysis and Critical Control Points).  
Este sistema de gestión de la inocuidad (HACCP) está instalado en 
todo el mundo y de hecho, casi la totalidad de los países tienen 
fundamentadas sus auditorías oficiales en los principios del HACCP. 
Estas se basan en todo lo que incumbe a los procesos de producción, 
desde la recepción de la materia prima hasta el producto terminado. 
Algunos de los puntos de relevancia en la inspección son el manejo y 
disponibilidad de la documentación, el funcionamiento de los equipos, 
parámetros de control de los puntos críticos, los resultados 
microbiológicos y fisicoquímicos de muestras, la estrategia de 
capacitación del personal, etc. Terminada la auditoria, se reúne toda la 
información, se realizan los procesos de evaluación y se extiende el 
resultado. (ISO 22000 2005; OPS, 2015). 
v. Contaminación de superficies y contaminación cruzada 
Según la OMS, estudios realizados sobre las fuentes de 
contaminación de alimentos determinó que en el 25% de los casos 
evaluados, la contaminación cruzada fue la responsable de los brotes de 
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ETA en Europa (Kusumaningrum y col., 2003; Fuster i Valls N, 2006). La 
contaminación cruzada es la transmisión de microorganismos de un 
alimento contaminado a otro que no va a requerir ningún tipo de 
modificación tecnológica (cocción, pasteurización, esterilización, etc.) 
(OPS-OMS, 2016). En la página web de Alimentos Argentinos (2018) 
figuran otros peligros (no sólo los microrganismos) tales como los físicos 
(fragmentos de esponjas metálicas, vidrios, plásticos, palillos, remaches, 
etc.) y los de origen químico (fertilizantes, plaguicidas, desinfectantes, 
detergentes, combustibles, etc.) (Márquez Lara D., 2008). 
En la contaminación cruzada se puede observar claramente que 
hay dos formas en que los peligros “viajan” de un alimento a otro; la 
contaminación cruzada directa es la transferencia por contacto de un 
alimento a otro, o porque las secreciones de un alimento contactan a otro 
y de esa manera lo contaminan. Un ejemplo muy conocido es cuando se 
exhiben para la venta alimentos crudos junto a los alimentos cocidos 
(SENASA, 2016). 
Por otro lado, la contaminación cruzada indirecta es aquella en la 
que el agente contaminante se transfiere de un alimento a otro mediante 
algún elemento, como las manos, utensilios, tablas, equipos de cocina, 
etc. Uno de los ejemplos más comunes es cuando en una cocina se utiliza 
el mismo cuchillo para cortar carne cruda y fraccionar una tarta cocida 
(Keskinen y col., 2008; Jiménez Martínez F, 2014; Mazengia y col., 2015).  
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Al producirse el contacto cruzado indirecto (fuente de 
contaminación a superficie) es muy factible que permanezcan restos 
orgánicos en las zonas de contacto o que la superficie ya tenga restos 
orgánicos. Esto puede comportarse como un nicho ecológico para el 
desarrollo de microorganismos que pueden organizarse y formar 
biopelículas. Estas biopelículas pueden estar conformadas por 
microorganismos patógenos y se transforman en una fuente de 
contaminación constante.  
Hasta el momento las contaminaciones cruzadas indirectas son un 
gran desafío en la industria, en restoranes, comedores, establecimientos 
de producción artesanal e inclusive en los hogares, causando 
enfermedades y pérdidas económicas (ANMAT, 2003).  
En resumen, según la bibliografía consultada, una de las razones 
más comunes de la contaminación del alimento/producto es la 
contaminación cruzada indirecta, causando serios problemas en la salud 
pública (Garret y col., 2008; OMS, 2000). 
Biopelículas 
La contaminación microbiana presente en las superficies puede ser 
fácilmente eliminada con una metodología de limpieza y desinfección 
convencional. Pero cuando determinadas bacterias encuentran un medio 
ambiente favorable, pueden desarrollar un mecanismo de adherencia y 
formar un ecosistema microbiano organizado (Rodríguez R., 2016). Estos 
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microorganismos adheridos a la superficie viva o inerte (hidrófobas o 
hidrófilas), con características funcionales y estructuras complejas son 
denominados biopelículas o biofilms (Carpentier y col., 1993; Costerton y 
col., 1999; Peña S, 2010). 
En la industria alimentaria es muy común encontrar biopelículas en 
diferentes materiales, pudiendo estar constituidas por microorganismos 
del deterioro y patógenos, formando las denominadas biopelículas mixtas 
(Wang y col., 2012). Fuster i Valls N, (2006) comunicó brotes de ETA 
producidos por contaminación cruzada indirecta con superficies que 
estaban en contacto con alimentos. Los agentes involucrados fueron 
Escherichia coli O157:H7 (carne molida, superficie de una máquina de 
moler carne), Listeria monocytogenes (salchichas, máquina de llenado), 
Salmonella Agona (cereales de desayuno, equipos y línea de proceso) y 
Salmonella Enteritidis (helado, tanque de transporte y almacenado).  
i. Definición  
Antoine Van Leeuwenhoek conocido como el padre de la 
Microbiología, en 1683 describió que al observar por primera vez la 
superficie de sus dientes descubrió unas formas a las que nombró 
“animicules”. Este descubrimiento lo informó en la Royal Society of 
London (Jass y col., 2003). 
“The number of these animicules in the scurf of a man's teeth are 
so many that I believe they exceed the number of men in a kingdom" [El 
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número de estas animículas en la escoria de los dientes de un hombre 
son tantas que creo que superan el número de hombres en un reino] 
(CBE, 2018). 
Hasta fines de la década de 1970 lo más aceptado era la tendencia 
a pensar que los microorganismos se encontraban en un alto porcentaje 
en forma unicelular, planctónica o libre y en estado puro, tal como se 
conocen en el laboratorio.  
Con el correr del tiempo, el avance de la tecnología aplicada a la 
microbiología, el desarrollo de estudios complejos y el crecimiento 
académico de los investigadores, originó la teoría de que los 
microorganismos se combinan en grandes conglomerados en donde 
diferentes individuos establecen relaciones y dependencias (Chmielewski 
y col., 2003).  
En la actualidad está claro que la gran mayoría de los 
microorganismos que se encuentran en la naturaleza están adheridos a 
superficies donde crecen formando biopelículas (Marsh Rosselló y col., 
2005). Estas formaciones constituyen el estado habitual de las bacterias 
en la mayoría de los ecosistemas naturales (Stoodley y col., 2002). 
En un principio el estudio de las biopelículas estuvo ligado al 
ensuciamiento biológico o biofouling que causaba problemas en la 
industria. Se definía a las biopelículas como una comunidad de bacterias 
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adheridas a una superficie sólida e inmersa en un medio líquido (Varin y 
col., 2013). 
Se entiende como “biopelícula bacteriana” a una comunidad sésil 
inmersa en un medio líquido, caracterizada por bacterias que se hallan 
unidas irreversiblemente a un substrato o superficie, o unas a otras, que 
se encuentran embebidas en una matriz extracelular polimérica producida 
por ellas mismas y que muestran un fenotipo alterado en cuanto al grado 
de multiplicación celular o la expresión de sus genes (Costerton y col., 
1999; Donlan y col., 2002). 
ii. Estructura  
 Al principio de la década de 1970 no se insinuaba que una 
biopelícula estuviera formada por una estructura tridimensional compleja. 
Los primeros hallazgos mencionaban que las biopelículas estaban 
formadas por simples masas de material polimérico que albergaban 
microorganismos sin ningún tipo de organización. De esta teoría surgió 
una gran discusión acerca de la nutrición y respiración bacteriana dentro 
de una masa no organizada. Las respuestas empezaron a aparecer con la 
aparición del microscopio confocal de barrido. Este demostró que los 
microorganismos sésiles crecían formando microcolonias dentro de una 
matriz polimérica que incluía canales abiertos por los que circulaban todos 
los requerimientos (Characklis y col., 1973; Costerton y col., 1987). Estas 
microcolonias podían estar compuestas por un 10-25% de células y un 
75-90% de matriz polimérica (Garret y col., 2008; Marsh P., 2005). 
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El intercambio de nutrientes es facilitado por la arquitectura de la 
biopelícula y permite que estas comunidades desarrollen un espesor y 
una complejidad considerable, mientras que las células individuales que 
las componen se mantienen en óptimas condiciones nutricionales, aunque 
se encuentren en diferentes lugares de la biopelícula (Díaz C., 2011). 
iii. Formación  
Según la bibliografía consultada, al menos tres son los 
mecanismos que dan origen a la biopelícula. Uno de ellos es la división 
binaria de las células que se encuentran adheridas. El segundo es la 
redistribución de las células adheridas por medio de la movilidad 
superficial. El tercero es la agregación celular de células planctónicas en 
los fluidos donde se encuentra la biopelícula (Tolker-Nielsen y col., 2000; 
Dalton y col., 1996).  
Las etapas de formación de las biopelículas es extensamente 
estudiado por la comunidad científica. Se pueden encontrar datos 
bibliográficos en los que se atribuyen 4 ó 5 etapas de formación. En este 
trabajo se eligió la descripción publicada por Díaz C. (2011) (figura 3). 
Primera etapa: se produce la adsorción de una fina película 
orgánica sobre la matriz (película acondicionante) que cambia las 
características fisicoquímicas según el tipo de moléculas adsorbidas en la 
superficie (Schneider y col., 1994). 
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Segunda etapa: corresponde a la adhesión reversible de 
microorganismos a una matriz. En 1964 Mitchell y Marshall (Costerton J, 
1999) examinaron los primeros estadios en la formación de biopelículas, 
diferenciando la adsorción reversible de la irreversible. En primera 
instancia la célula bacteriana interactúa con la matriz por medio de las 
fuerzas de Van der Walls y las fuerzas de interacción electroestáticas 
(base de la teoría de DLVO, Derjaguin, Landau, Verway y Overbeek) 
(Verwey E., 1948). Cuando se produce un acercamiento a la matriz estas 
interacciones son superadas por apéndices extracelulares (por ejemplo, 
pilis, fimbrias y flagelos) (Rodríguez R., 2006). En este estadio las células 
pueden abandonar la superficie y volver al estado planctónico. Poseen un 
comportamiento específico como el twitching (contracciones), gliding 
(deslizamiento) y la formación de agregados e hileras bacterianas. La 
adhesión reversible puede suceder de dos maneras, una activa y otra 
pasiva. En la primera, es de gran importancia la motilidad celular (flagelos, 
fimbrias y pilis tipo IV) que ayudaría vencer las fuerzas de repulsión. En 
bacterias inmóviles (ej. Estreptococos) el factor más importante son las 
proteínas de superficie que favorecen las adhesión. En la segunda, son 
los factores externos a las células (gravedad, difusión, dinámica de 
fluidos) los que intervendrían en forma directa en la primera etapa de la 
adhesión celular a las superficies.  
Tercera etapa: se denomina adhesión irreversible, porque la célula 
produce un enlace permanente a la matriz, mediado por diferentes 
apéndices celulares y la producción de biopolímeros. Esta etapa está 
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identificada porque la célula se une por medio de cápsulas, fibrillas, 
fimbrias, pilis y EPS (extracellular polymeric substances) (Flemming y col., 
2007). En este momento la adhesión no se encuentra tan afectada por 
factores extrínsecos (pH, electrolitos y temperatura). Cuando las bacterias 
son rodeadas por los EPS ya se consideran parte de la biopelícula. En 
este caso los EPS forman una especie de “jaula o contenedor” que 
encierra las bacterias. Este fenómeno fue denominado por Flemming 
(2007) “House of Biofilm Cells”. Los componentes del EPS microbiano son 
polímeros biosintéticos, polisacáridos, proteínas, ácidos nucleicos y 
fosfolípidos. La composición del exopolisacárido es diferente en cada 
bacteria y varía según la temperatura. Las especies bacterianas que no 
producen exopolisacáridos tienen menor capacidad de adhesión y poder 
patógeno (Christensen y col., 1982). Uno de los eventos más importantes 
en la adhesión irreversible es la presencia del pili tipo IV, que puede 
extenderse y contraerse generando un movimiento por la superficie 
(twitching) responsable de la formación de microcolonias (O'Toole y col., 
1998). La Escherichia coli O157:H7 produce un tipo de fibra denominada 
“curly” (rizadas) cuya composición son proteínas amiloides que colaboran 
en la adhesión de dicho microorganismo a las superficies y a producir la 
estructura tridimensional de la biopelícula (Ryu y col., 2004). Cada fibra 
curly está compuesta de una cadena de repetición de subunidades de 
proteínas idénticas llamada CsgA, que puede ser modificada mediante la 
adición de péptidos.  
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Cuarta etapa: se produce la maduración de la biopelícula, mediante 
el desarrollo de una estructura tridimensional muy compleja, con canales, 
poros y la redistribución de bacterias dentro de la matriz. El incremento de 
la complejidad se origina debido a que los organismos se replican, 
mueren y los componentes celulares interactúan con todo tipo de 
moléculas circundantes presentes en el medio. El crecimiento de la 
biopelícula es directamente proporcional a cantidad de nutrientes 
presentes en el medio y también a la eliminación de los residuos 
metabólicos. Otros factores como el pH interno, la penetración de 
oxígeno, las fuentes de carbono y la osmolaridad pueden controlar directa 
o indirectamente el crecimiento de la biopelícula.  
Quinta etapa: liberación o desprendimiento de células. Se han 
planteado varias hipótesis para explicar este fenómeno entre las que se 
encuentran la falta de nutrientes, de oxígeno, cambios en el pH, etc. Estas 
hipótesis explicarían el desprendimiento de los cúmulos bacterianos en 
busca de otro nicho ecológico que satisfaga sus necesidades. Una de las 
características más sobresalientes en esta etapa es que las células que 
se han desprendido y alejado de su nicho, pueden ser capaces de revertir 
a su estado planctónico, transformando así a las biopelículas en un ciclo 
completo. Los tres principales mecanismos para generar el 
desprendimiento son erosión, separación y abrasión. En tejidos vivos, 
estos desprendimientos suelen ser de gravedad en pacientes con alguna 
biopelícula instalada ya sea en un catéter o en una cavidad del corazón. 
En cambio, en el medio ambiente donde se producen alimentos se 
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recomienda que al momento de aplicar la limpieza no se produzcan 
aerosoles ya que las gotas pueden transferir pequeños cúmulos o 
simplemente bacterias a otros lugares.  
Las células que se adaptaron al estado planctónico pueden 
producir problemas en la salud pública por haber incorporado genes de 
resistencia a antimicrobianos y a desinfectantes (Yusibeska y col., 2011; 
Garçao Curiao T, 2014). 
Figura 3: Etapas en el desarrollo de las biopelículas. 
 
iv. Cinética Celular 
En la primera fase las células que lograron la adhesión se 
sobreponen a una fase de adaptación. Superada esa instancia las células 
rápidamente comienzan con la división celular (división binaria) originando 
células hijas que recubren toda la superficie en torno a la primera 
adhesión (Hall-Stoodley y col., 2002). El período siguiente es la fase de 
crecimiento exponencial que está relacionado en primer lugar a la 
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cantidad de nutrientes y oxigeno presentes en el medio. Las células 
crecen generando una estructura similar a un hongo con canalículos 
internos, esenciales para la supervivencia de los microorganismos. En 
esta etapa se produce una liberación de polisacáridos de adhesión 
intercelular que, sumado a la presencia de cationes divalentes, producen 
una interacción muy fuerte entre las células (Garret y col., 2008; Navia y 
col., 2010). La fase estacionaria de crecimiento se caracteriza por la 
equivalencia en la velocidad de división celular y la velocidad de muerte. 
En esta etapa prevalece una alta concentración de mecanismos de 
señalización celular implicados en la inducción de procesos genéticos 
para la producción de materiales de la matriz celular (Garret y col. 2008). 
La fase de muerte celular se relaciona con el desprendimiento de la 
biopelícula. Se efectúa la liberación de enzimas de producción endógena 
que originan la ruptura de los polisacáridos de adherencia celular 
provocando la liberación de una porción de la biopelícula y la colonización 
de una nueva superficie (Navia y col., 2010).  
v. Características de la matriz que influyen en formación de las 
biopelículas  
Las características fisicoquímicas más importantes al momento de 
la adhesión son la energía superficial, rugosidad y la carga superficial.  
• Energía superficial. Hidrofobicidad: Cuando una superficie posee 
una alta energía superficial puede favorecer las condiciones de 
hidrofilia (acero inoxidable). Cuando la energía superficial es baja 
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favorece la hidrofobia (resinas). Cuando las bacterias poseen una 
mayor energía superficial a la del medio, la hidrofilia favorece su 
adhesión y en forma contraria la hidrofobia favorece a las bacterias 
que tienen una menor energía superficial. Es importante tener en 
cuenta que los sustratos que tapizan las superficies pueden lograr 
un efecto amortiguador y enmascarar los efectos del material 
(láminas de proteínas) en la etapa de adhesión. Hay que 
considerar que las bacterias pueden tener cierta selectividad con 
diferentes sustratos (Díaz C., 2011). Se podría concluir que el 
sustrato puede transferir propiedades fisicoquímicas y tener 
influencia en la etapa de adhesión. 
• Rugosidad: es uno de los factores más importantes para que las 
bacterias se adhieran a una matriz. También hay diferentes 
explicaciones del porqué de las ventajas de la rugosidad. Una de 
ellas sugiere que las bacterias pueden tener un lugar donde no 
llegan los utensilios de limpieza y no se produce el “despegado”. 
Otra señala que las bacterias tienen la oportunidad de encontrar 
una mayor cantidad de puntos que benefician la adhesión y 
finalmente, otras señalan que los defectos en las superficies 
pueden retener el material orgánico necesario para la adhesión. 
También se considera que al aumentar la rugosidad aumenta el 
área de superficie que favorece la adhesión (Boulange-Peterman, 
1997; Stevens y col., 1993; Katsikogianni M., 2004; Abalos C., 
2005; Whitehead y col., 2005; Fuster i Valls N., 2006; Diaz C., 
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2011). Sin embargo, otros autores no encuentran una correlación 
lógica entre la rugosidad y la adhesión bacteriana a las superficies 
(Vanhaecke y col., 1990; Mafu y col., 1990; Diaz C., 2011) (foto 1). 
Foto 1: Listeria monocytogenes en rugosidades del acero inoxidable (Katusic M. 2002) 
 
• Carga superficial: Las bacterias a pH neutro poseen generalmente 
carga negativa pero suele estar influenciada por las condiciones de 
cultivo, etapa del cultivo, la fuerza iónica y el pH del medio (Walker 
S., 2005). Según Avalos (2005) con el acercamiento de la bacteria 
(carga negativa) a la superficie (mayormente con carga negativa) 
aparece una fuerza de repulsión. De la interacción entre estas 
fuerzas depende el mayor o menor acercamiento a la superficie. Se 
denomina energía de Gibbs. Las cargas iónicas de la bacteria y de 
la superficie están influenciadas por el medio iónico en que están 
sumergidas. Cuando son altos la doble capa es más delgada y 
permite un mayor acercamiento. En medios iónicos bajos la doble 
capa es de mayor grosor y por lo tanto la distancia entre la célula y 
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la superficie es mayor. En esta situación es lógico pensar que el 
acercamiento de la bacteria a la superficie influirá directamente en 
la predicción de la adhesión, ya que a 2 nm es factible que la 
adhesión sea irreversible y a 10 nm puede considerarse como 
reversible (Quirynen y col., 1990; Avalos C., 2005)  
 
vi. Tipos de superficies empleadas en la industria alimentaria: 
Acero Inoxidable (AI), Polietileno de Alta Densidad Alto Peso 
Molecular (PEAD) y Politetrafluoroetileno (PTFE). 
La elección de los materiales que están destinados al contacto con 
los alimentos es una de las tareas más importantes en la industria 
alimentaria. Dependiendo del estudio de las necesidades realizado “in 
situ” será el grado de satisfacción que se obtendrá de los materiales 
elegidos. Las características de la matriz juegan un rol preponderante en 
favorecer o no la adhesión bacteriana. A esto se deben sumar otras 
propiedades de los materiales tales como facilidad de limpieza, 
resistencia al desgaste y corrosión, resistencia a la presión, etc. 
También es importante tener en cuenta que hay factores que no 
son propios de la matriz que pueden toman un rol decisivo en la adhesión 
bacteriana. Se puede considerar que el diseño (lugares en donde no llega 
la sanitización), la mala praxis en la limpieza (uso de materiales que 
modifican la superficie), la efectividad de los detergentes y desinfectantes 
y la temperatura del agua que se usa en la limpieza, son factores que 
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decididamente influyen en la formación y proliferación de las biopelículas. 
La adhesión bacteriana está sujeta a la afinidad de cada bacteria a la 
superficie en cuestión. Algunas tienen más afinidad por las superficies 
hidrófilas (metales) y otras por superficies hidrófobas (caucho, plásticos). 
Meyer (2003) y Ríos Castillo (2014) publicaron sobre la facilidad para 
formar biopelículas en diferentes materiales. Los materiales que tienen 
facilidad mínima son vidrio, acero inoxidable, polipropileno, policloruro de 
vinilo (pvc), polietilenos, politetrafluoroetileno (PTFE) y etileno propileno 
dieno y la máxima facilidad, el látex.  
Otro fenómeno que juega un papel determinante es la afinidad que 
puedan tener ciertos materiales por moléculas orgánicas (primera etapa 
en la formación de las biopelículas). McGuire (1989) informó que el acero 
inoxidable y el PTFE pueden mostrar afinidad sobre ciertas sustancias 
orgánicas de la leche y dar paso a la formación del sustrato 
acondicionante y la posterior formación de las biopelículas (Ríos Castillo 
H, 2014). Está demostrada la formación biopelículas en vidrio, acero 
inoxidable, nylon, caucho, látex, PTFE, polietilenos, etc. Todos estos son 
materiales que forman parte de la estructura de una planta de producción 
de alimentos (Myszka y col., 2011). 
vii. Comunicación entre células. Quorum Sensing  
A fines de la década de 1970, Nealson (1977) se encontraba 
dedicado al estudio de la bioluminiscencia producida por Vibrios marinos. 
Fue cuando explicó el mecanismo de autoinducción. Casi 20 años 
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después, se utilizó por primera vez en Inglaterra el término Quorum 
sensing (QS) en una revisión publicada por Fuqua (1994). Este autor 
describió el fenómeno que utilizan las bacterias para conocer su 
concentración en un ambiente determinado y decidir el momento que van 
a poner en marcha la expresión de un determinado conjunto de genes 
para desarrollar una respuesta concreta y en forma simultánea. El 
resultado de estas interconexiones hizo que surgieran propiedades 
difíciles de explicarl a partir de una sola célula bacteriana. 
Indudablemente existía algún modo por el que la bacteria generaba algo 
similar a una señal que estaba destinada a otras bacterias. Esto fue 
definido como la “comunicación” entre células que es un fenómeno 
indispensable en la formación de las biopelículas (Lazdunski y col., 2004; 
McLean y col., 2004; March Rosselló y col., 2013). 
La presencia del QS ha sido demostrada en bacterias Gram 
negativas y Gram positivas y está representada por señales inter e 
intracelulares que generan beneficios para grupos de microorganismos. 
Esto está basado en la difusión y posterior detección de moléculas que 
actúan como una señal denominadas “autoinductores”. Las bacterias 
Gram negativas difunden al espacio intercelular compuestos de bajo peso 
molécular denominados Acil Homoserina Lactonas (AHLs) (figura 4a). 
Estas moléculas poseen diferentes longitudes (según la cantidad de 
carbonos) y son capaces de controlar genes específicos relacionados a la 
cantidad de bacterias que componen la biopelícula. Al difundir por las 
membranas al medio externo aumentan la concentración con el 
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crecimiento de la biopelícula (Barreto A., 2011). Las Myxobacterias y 
Streptomyces fueron los primeros microorganismos en que se observó la 
presencia de QS, sin embargo los estudios en el Vibrio fischeri son el 
ejemplo más conocido (Singh y col., 2002; Thomas y col., 2006). Los 
sistemas QS identificados en el V. fischeri son el luxI y luxR y han sido 
encontrados en casi todas las bacterias Gram negativas. Estos sistemas 
han sido extensamente estudiados en Pseudomonas spp. y Escherichia 
coli y se les ha otorgado una gran importancia en la maduración de las 
biopelículas y la expresión de los genes de virulencia. 
En las bacterias Gram positivas los péptidos autoinductores 
producidos por Staphylococcus aureus (habitante frecuente en la piel en 
humanos y en ocasiones un patógeno oportunista) actúan como señal 
para otras células (Flores Encarnación y Col., 2011).  
Estas bacterias usan como señales un sistema de dos 
componentes, un sensor unido a membrana como receptor llamado 
histidín quinasa que actúa como puerto para los péptidos autoinductores. 
El sistema accesorio de regulación de genes (Agr) es uno de los más 
importantes y ha sido caracterizado como un operón en S. aureus. Posee 
gran relevancia en el control y regulación de la expresión de genes de 
virulencia. Este operón depende de la densidad celular, a través de la 
producción y detección de los péptidos autoinductores (Waters C., 2005; 
Shank y col., 2009; Williams y col., 2007) (figura 4b). 
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El QS es un mecanismo por el que las bacterias regulan o 
sincronizan cambios en su expresión genética en función de su densidad 
poblacional, como por ejemplo la producción de antibióticos, toxinas, 
pigmentos, exopolisacáridos (formación de biopelículas), motilidad y otros 
factores de virulencia. Las células mutantes que carecen de estas señales 
producen biopelículas con una arquitectura débil que puede ser removida 
de las superficies muy fácilmente (Díaz D., 2010). 




viii. Otras propiedades que influyen en la formación y desarrollo de 
las biopelículas. Movimientos bacterianos.  
Las bacterias en su vida natural se enfrentan constantemente a 
medios que les son adversos, por lo que desarrollaron estrategias para su 
supervivencia. En este caso, y refiriéndonos a la formación y desarrollo de 
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las biopelículas, las bacterias utilizan de manera independiente o grupal, 
movimientos para favorecer esta formación. Algunos de los movimientos 
más comunes son: swimming, swarming, gliding, twiching y sliding.  
El swimming: la bacteria flagelada se vale del movimiento rotatorio de sus 
flagelos para desplazarse por el líquido. El swarming es cuando las 
bacterias dependen de la presencia de flagelos, y se observa 
comúnmente como crecimiento por oleadas. Para que esto ocurra, toda la 
colonia debe colaborar como un enorme enjambre perfectamente 
coordinado. Estos grupos bacterianos se desplazan conectados entre sí y 
a esta modalidad se la conoce como raft. El gliding es cuando la bacteria 
se desliza por medio de proteínas que se adhieren a la superficie. Es 
considerado un movimiento pasivo que no consume energía. Se favorece 
en medios húmedos o con fina capa acuosa, es cooperativo y no requiere 
la presencia de pilis o flagelos. El twiching es cuando la bacteria puede 
retorcerse en forma errática y está representado por los microorganismos 
que poseen los pilis tipo IV y es individual. El sliding es una forma pasiva 
de movilidad y requiere la presencia de agentes químicos que reduzcan la 
tensión superficial, más la ayuda de la presión ejercida por la duplicación 
celular, pueden lograr este movimiento (Harshey R., 2003). El swarming 
es uno de los movimientos más importantes porque se lo relaciona 
directamente con la formación de las biopelículas (Kaiser y col., 2007) 




Figura 5: Swarming en medio de cultivo sólido. 
 
ix. Intercambio genético 
Las bacterias sésiles poseen una expresión genética diferente a las 
bacterias planctónicas debido a que hay genes que se expresan 
solamente en bacterias que forman o han formado parte de las 
biopelículas. Dentro de las biomasas se puede encontrar una gran 
cantidad de ácido desoxirribonucleico (ADN), plásmidos (ADN extra 
cromosómico), enzimas, etc. Por lo que es muy lógico considerar que la 
transferencia génica mediada por plásmidos es muy activa en las 
biopelículas. Además de los plásmidos, otras estructuras genéticas 
denominadas móviles comunes en microorganismos gram negativos 
(transposones y el sistema integrón/cassettes de genes) desempeñan 
roles muy importantes en el “reclutamiento y la dispersión” de los 
determinantes de resistencia, incluso entre bacterias poco relacionadas 
filogenéticamente (Di Conza J., 2013). 
Por lo tanto, si las estructuras génicas móviles están presentes en 
la matriz de las células dadoras, pueden ser transferidas a las células que 
tengan características receptoras. La recepción de estas estructuras 
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podrá modificar el comportamiento de estas células ante los antibióticos o 
sanitizantes (Ghigo J., 2001; Lou y col., 2005).  
x. Métodos de estudio utilizados  
En la actualidad existe una gran cantidad de métodos para el 
estudio de las biopelículas. El continuo trabajo de especialistas ha 
generado distintas herramientas por las que se pueden estudiar las 
biopelículas en sus diferentes etapas. Azeredo y col. (2017) concluye en 
su trabajo que en la actualidad uno de los inconvenientes que no ha sido 
solucionado es cómo llegar a lograr un método de disección que permita 
aislar los componentes de la matriz u obtener una célula en forma 
individual. 
Las diferentes aristas que presenta el estudio de las biopelículas 
dan lugar a que el investigador pueda elegir el o los métodos según hacia 
donde esté dirigido el objetivo de su estudio. 
A continuación se detallan algunos de los métodos de estudio de 
las biopelículas. 
• Método Microbiológico:  
Recuento de unidades formadoras de colonia en agar sólido. Sigue 
siendo una de las técnicas más usadas para determinar la cantidad 
de células viables de la biomasa. Es una técnica accesible y se 
encuentra disponible en los laboratorios. Posee algunas 
deficiencias como la cantidad de células extraídas del medio y que 
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las biopeliculas poseen células vivas pero no cultivables. Para 
obtener un resultado más preciso se hace extremadamente 
necesario estandarizar una metodología (Ahimou y col., 2007; 
Faleiro Naves P., 2010; Cerca y col., 2011; Li y col., 2014; Boid y 
col., 2014; Azeredo y col., 2017). 
• Métodos moleculares: 
o Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 
(Polymerase chain reaction q-PCR) (Klein y col., 2012).  
o Reacción en cadena de la polimerasa con tratamiento de 
Propidium Monoazide (Polymerase chain reaction PMA-
qPCR) (Alvarez y col., 2013).   
• Métodos físicos:  
o Obtención en forma indirecta del peso de la biomasa 
húmeda o seca (Trulear y col., 1982).  
o Espectroscopía de impedancia electroquímica (Dominguez-
Benetton y col., 2012). 
o Reflectometría ultrasónica (Sim y col., 2013). 
• Métodos químicos : 
o Microtitulación en placa con colorante para biomasa total 
(Christensen y col., 1985; Fletcher M., 1977). 
o Microtitulación en placa con colorante para actividad 
metabólica (Koban y col., 2012). 
o Análisis fosfolipídico de la biomasa (Pinkart y col., 2002). 
• Otros:  
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o Microscopio confocal láser de barrido (Lawrence y col., 
1991; Neu y col., 2014b). 
o Microscopia de fluorescencia (Azevedo y col., 2003).  
o Microscopia electrónica de barrido (Kotra y col., 2000).   
o Microscopia atómica (Dufrene Y. 2002).    
 
Las biopelículas y su repercusión en la Industria 
Alimentaria 
En la industria alimentaria es muy común la presencia de 
biopelículas en superficies orgánicas (carne, alimentos en general) e 
inorgánicas (superficies de equipos, utensilios, etc). Esto es posible 
debido a las estrategias que los microrganismos poseen para poder 
adherirse, desarrollar, madurar y desprender bacterias o cúmulos 
bacterianos desde diferentes matrices como, plástico, cristal, madera, 
metal, materia prima y alimentos. Si no son controlados estos sucesos 
pueden contaminar los alimentos e influir en forma directa tanto en su vida 
útil como en la transmisión de ETA (Gunduz y col., 2006).   
Para lograr el control de las biopelículas en los ambientes 
destinados a la producción de alimentos, es absolutamente necesario 
desarrollar “in situ” o “cleaning in place” (CiP) un sistema de limpieza y 




i. Limpieza - Desinfección  (LD) 
En primera instancia se definen los conceptos de limpieza y 
desinfección y se explican las diferencias que existen entre uno y otro. 
Esta frase es la que motiva el comienzo de todas las capacitaciones en 
manipulación de alimentos a operarios del ramo. En los diferentes 
establecimientos no todos los operarios saben concienzudamente qué 
significa cada una de estas palabras (experiencia personal). Es habitual 
observar la preparación de soluciones de limpieza mezclando detergente 
con hipoclorito de sodio. A continuación se detallan las definiciones de 
limpieza y desinfección. 
Limpieza: son todas las operaciones utilizadas para eliminar la 
suciedad visible o microscópica. Según la FAO: “Limpieza es la 
eliminación de tierra, residuos de alimentos, suciedad, grasa u otras 
materias no aceptables”. 
Los productos que se utilizan son los detergentes que se eligen 
según la naturaleza de la suciedad que se pretende limpiar. Estos 
agentes limpiadores tienen la capacidad de mojar y penetrar la suciedad 
con el fin de removerla.  
Desinfección: es un proceso físico o químico que elimina o inactiva 
agentes patógenos como bacterias, virus y protozoos (RESOLUCIÓN 
MERCOSUR GMC 80/96, 2006). Según la FAO: “Desinfección es la 
reducción del número de microorganismos presentes en el medio 
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ambiente por medio de agentes químicos y/o métodos físicos, a un nivel 
que no comprometa la inocuidad o la aptitud del alimento”.  
Limpieza y desinfección juntas pueden ser tomadas como sinónimo 
de higienización o sanitización, y tienen como finalidad reducir la 
población microbiana a niveles que no generen riesgos a la salud humana 
(Fuster i Valls N, 2006).  
La LD es una de las operaciones de mayor impacto y requiere el 
máximo de compromiso y responsabilidad de parte de las autoridades de 
las empresas. Es uno de los requisitos previos infaltables para la 
implementación del HACCP y se encuentra desarrollada en el capítulo de 
POES. Los planes de LD deben ser desarrollados según los 
requerimientos propios del lugar, ya que no siempre una misma 
metodología de LD es exitosa. El estudio de todos los pasos de procesos 
de fabricación “in situ” es una de las estrategias más importantes a la hora 
de montar un sistema donde el objetivo primario es lograr alimentos 
inocuos (SENASA, 2016; Pennimpede y col., 2003).  
Para lograr una LD exitosa se deberá investigar el tipo de suciedad 
que se tiene que limpiar en las diferentes etapas del proceso. Puede 
haber suciedad de origen biológico (sangre, grasa, carne, etc.), químico 
(aceites y grasa de motores, plaguicidas, combustibles, etc.) y físico 
(partículas de metal, alambres, astillas de madera, etc.) y según la que 
esté presente será el tipo de estrategia que se tendrá que desarrollar 
(OPS, 2015).  
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Los parámetros que se deben tener en cuenta para efectuar una 
limpieza son:  
• Origen de la suciedad (física, química o biológica). 
• Objeto a limpiar (forma, material y rugosidad). 
• Etapas (limpieza en seco, pre enjuague, detergente, 
enjuague, desinfectante, enjuague y secado). 
• Productos (tipo, modo de empleo, temperatura, tiempo de 
contacto y dosificación). 
• Periodicidad (según los resultados de la verificación). 
Tipos de Limpieza: 
 Método físico 
Es la operación que involucra el retiro de la suciedad por medio 
de arrastre utilizando papel, tela, agua a presión, vapor, aire, 
arena, cepillado, barrido, restregado o aspirado. Se debe hacer 
en forma controlada para no generar aerosoles y evitar 
contaminar otros lugares. 
 Método químico  
Los detergentes son sustancias químicas que tienen la 
capacidad de separar o deshacer la suciedad que está en una 
superficie. La estructura se compone de una parte lipofílica y 
otro hidrofílica que otorgan las características necesarias para 
remover la suciedad y son denominadas “tensoactivas o 
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tensioactivas”. La parte apolar de la sustancia tensoactiva se fija 
a la suciedad quedando la parte polar en contacto con el agua. 
De esa manera gran cantidad de moléculas de detergente se 
fijan sobre la suciedad, la separan de la superficie y forman una 
emulsión.  
El mercado ofrece una gran diversidad de detergentes y la decisión 
de qué tipo o qué marca usar estará sujeta al tipo de operación que se 
vaya a realizar (Rosen y col., 2012; OMS, 2016; Sonja Koukel C., 2012). 
Modo de acción de los desengrasantes: 
• Humectación: Reduce la tensión superficial del agua y es 
capaz a la vez de disminuir la tensión interfasial entre agua y 
otra superficie, por adhesión o agregado a la interfase 
sólido-líquido o líquido-líquido.  
• Penetración: Es la capacidad de penetrar o introducirse en 
las superficies porosas sucias o en la suciedad.  
• Emulsión: La parte hidrofóbica se adhiere a la suciedad, 
rodeándola y separándola de la superficie (figura 6). Se 
forma la emulsión que es la dispersión o suspensión de finas 
partículas de uno o más líquidos en otro líquido. Por 
ejemplo, el aceite o grasa en agua. 
• Suspensión: Consiste en dejar la suciedad o partículas de 
suciedad en solución, evitando que estas se vuelvan a 
depositar en la superficie. 
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Figura 6: Mecanismo de acción de los detergentes. 
 
Clasificación de detergentes según el pH 
• Detergentes alcalinos: Tienen un valor de pH entre 8 y 10 
(combinación de tensioactivos y álcalis). Son muy efectivos 
cuando las suciedades son grasas, aceites, proteínas y otras 
suciedades orgánicas. 
• Detergentes ácidos: Tienen un pH entre 0 y 6. Es la 
combinación de agentes tensioactivos con ácidos. 
Recomendados para efectuar limpieza de suciedad 
inorgánica. 
• Detergentes neutros: Tienen un pH cercano al 7. Están 
compuestos por tensioactivos. Son efectivos en la 




Clasificación según su carga eléctrica 
• Detergentes no iónicos: Tienen carga neutra y generan una 
mayor cantidad de espuma. Son utilizados en preparaciones 
farmacéuticas y en la industria cosmética y como 
emulsificantes y solubilizantes en los alimentos. 
• Detergentes catiónicos: Tienen carga positiva en solución 
acuosa y no “lavan” muy bien. Contienen altas 
concentraciones de desinfectantes. 
• Detergentes aniónicos: Poseen carga negativa en solución 
acuosa. Son muy utilizados en la industria alimenticia y en 
los hogares.  
ii. Desinfección  
La industria alimentaria dispone de gran cantidad de desinfectantes 
en el mercado. Deben estar aprobados por el Ministerio de Salud de la 
Nación (Argentina) y el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad 
Agroalimentaria (SENASA) y deben utilizarse según las instrucciones del 
fabricante (ANMAT, 2017).  
El Centro de Control de Enfermedades (Center of Diseases 
Control, CDC) estableció una clasificación de desinfectantes según su 
actividad ante diferentes microorganismos (Alonso y col. 2004).  
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• Desinfección de alto nivel. Se eliminan gran cantidad de 
esporas, incluyendo los virus lipofílicos, hidrofílicos y 
Mycobacterium tuberculosis.  
• Desinfección de bajo nivel. Se eliminan la mayoría de las 
bacterias, algunos virus y algunos hongos, pero no 
necesariamente microorganismos resistentes como el bacilo 
de la tuberculosis o esporas bacterianas.  
• Desinfección de nivel intermedio. Proceso por medio del cual 
se eliminan formas vegetativas de bacterias, incluyendo 
Mycobacterium tuberculosis, hongos y virus, pero no 
necesariamente las esporas bacterianas 
Principales mecanismos de acción: producen daño en la pared 
celular, alteración de la permeabilidad de membrana, alteración de los 
coloides del citoplasma, inhibición enzimática, inhibición de la síntesis de 
ácidos nucleicos, etc. (Rutala y col., 2008).  
Desinfectantes habitualmente usados en la industria alimentaria: 
alcoholes, cloro y componentes clorados, formaldehidos, glutaraldehidos, 
peróxido de hidrogeno, ácido peracético, idodósforos, amonios 
cuaternarios y ácidos orgánicos (acético, láctico, cítrico, etc.) (Khars R., 
1995). 
 Aspectos básicos que deben tenerse en cuenta en la elección de 
un desinfectante:  
• Los principios y prácticas del control de microorganismos.  
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• Tipos de microorganismos que se deben eliminar. 
• Tipo de material que se va a desinfectar. 
• Protección de los operarios, equipos, producto y medio ambiente.  
• Personal entrenado. 
• No producir deterioro de los equipos.  
iii. Plan de acción para la implementación de la LD 
El establecimiento debe desarrollar un plan estratégico cuyos 
procedimientos (limpieza, desinfección, etc.) estén aprobados por los 
responsables de la empresa o institución y los entes fiscalizadores 
estatales.  
Deben cumplir sin excepción la consigna de ser eficaz, repetible y 
auditable. Estas directivas para ser cumplidas necesitan personal 
altamente entrenado en todos los requisitos de seguridad laboral. El plan 
debe describir claramente los objetivos a cumplir, teniendo en cuenta la 
seguridad de todas las personas que estarán involucradas. Para obtener 
buenos resultados se deberá realizar un estudio “in situ” con el fin de 
obtener una estrategia de LD segura y eficiente para alcanzar los 
objetivos propuestos por los manuales de BPM (Sattar S., 2014; FAO 
1997; FAO 2018).  




• Qué superficies, instalaciones, equipos y utensilios deben ser 
limpiados y desinfectados. 
• Cuándo deben realizarse las operaciones de limpieza y 
desinfección.  
• Cómo y con qué métodos se realizarán estas operaciones. 
• Cómo se comprobará el buen funcionamiento y eficacia de las 
actividades del plan. 
• Quién o quiénes serán las personas encargadas de realizarlo.  
• Cómo se verificará y se mantendrá en el tiempo el plan de LD. 
Ejemplo de un diagrama de flujo de una LD.  
1. Identificación de superficies que se deben limpiar y desinfectar. 
(Memoria descriptiva de la planta o establecimiento). 
2. Elección del protocolo de sanitización: a) Limpieza, b) 
Desinfección. (Redacción de la operación en manuales. Elección 
de químicos a utilizar. Instructivos.) 
3. Verificación: a) Inspección visual, olor y táctil b) Hisopados: análisis 
microbiológicos (Determinaciones microbiológicas, físicas o 
químicas en manuales, límites críticos, identificación de desvíos). 
4. Cumple con los parámetros fijados. Registros.  
5. No cumple con los parámetros fijados. Hay un desvío. Registra la 




iv. El hipoclorito de sodio, el agua electroactivada y el ácido 
cético como agentes desinfectantes.  
El Hipoclorito de sodio es un compuesto oxidante de acción rápida 
utilizado a gran escala para la desinfección de superficies, utensilios, 
ropa, desechos, desinfección del agua, eliminación de olores, etc. Cuando 
el hipoclorito de sodio se diluye en agua se genera ácido hipocloroso. Es 
un oxácido de cloro, posee electrones de valencia (I), es un ácido débil y 
un excelente desinfectante. Este ácido a su vez, se divide en ácido 
clorhídrico (HCL) y oxígeno (oxidante fuerte).  
Existen varios mecanismos por los que el cloro puede destruir los 
microorganismos. Algunos de ellos pueden ser la inactivación enzimática 
y aminoácidos, no permitir la captación de nutrientes, inhibición de la 
síntesis proteica, oxidación de componentes de la cadena respiratoria, 
destrucción del ADN, etc. Actualmente se considera que es la suma de 
todos estos factores (CDC, 2008).  
El hipoclorito de sodio es conocido en Argentina con el nombre de 
Lavandina® y contiene entre el 3,6 y 6,5% de cloro libre. Posee un pH 
cercano a 11, es muy irritante y corrosivo. Es muy inestable y se 
recomiendo realizar las diluciones sólo antes de su utilización y no 
almacenarlas. Las propiedades más importantes incluyen su actividad 
antimicrobiana, fácil uso y bajo costo. El hipoclorito es efectivo contra 
bacterias vegetativas y decrece su efectividad contra esporos bacterianos, 
hongos y protozoarios. La dilución recomendada para desinfección de 
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superficies es de 0,5% y en derrames biológicos el 1% (Rutala y col. 
1997; ANMAT, 2017). La preparación de una solución de hipoclorito se 
muestra en la figura 7.  
Figura 7: Preparación de soluciones de hipoclorito de sodio (Seguridad biológica, 2016). 
 
El Agua electroactivada también es conocida como agua 
electrolizada (Tabernero de Paz y col., 2013) o Amuchina® (AMUCHINA® 
solución, 2018). Es obtenida por la hidrólisis diafragmática de una 
solución de agua corriente saturada con cloruro de sodio al 26%. En la 
cámara hay dos electrodos, uno positivo (ánodo) y otro negativo (cátodo) 
que están separados por una membrana diafragmática donde se aplica 
corriente eléctrica. En el ánodo se produce el anolyte (anolito) que 
contiene ácido hipocloroso y microcarga eléctrica molecular (Duran H, 
2010). El anolito posee pH neutro, potencial redox de +850 a +1000 mV, 
con alto poder desinfectante. Mazzitelli J. (2013) considera que su poder 
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desinfectante es superior al hipoclorito de sodio, no produce corrosión en 
equipos e instalaciones, no produce irritación de piel ni ojos, no ocasiona 
daños a humanos, animales, plantas ni al medio ambiente.  
En el cátodo se produce el catolyte (catolito), una solución con 
poder detergente, sin espuma y de un pH de 11,5 a 12 que actúa como 
desengrasante (Mazzitelli J., 2013). La utilización del agua electroactivada 
como desinfectante en la industria agroalimentaria, ha sido informada por 
varios autores. Huang (2008) informó que ha sido utilizada en lavado de 
equipamiento, superficies inorgánicas, vegetales, carne de pollo, 
productos de mar entre otros. 
El ácido acético es un ácido orgánico denominado por la International 
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) como ácido etanóico (CH3-
COOH). Es soluble en agua y esto favorece su uso como desinfectante de 
superficies orgánicas e inorgánicas (Químicas.net, 2018). No es tóxico y 
se encuentra dentro de la lista de Select Committee on GRAS Substances 
(SCOGS) desde el año 1977 (FDA, 2018). El ácido acético es 
comúnmente usado en la industria alimentaria para la desinfección de 
superficies en una solución al 2% (SAG, 2018; Benassatti y col., 1994; 
González-Fandos y col., 2014). El efecto antimicrobiano del ácido acético 
se produce de dos maneras. Una es la acidificación del medio 
extracelular. La otra, y más importante, es la acidificación interna del 
citosol debido a la penetración de la forma no disociada del ácido.  
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Cuando el ácido se encuentra en el citosol se produce la liberación 
de iones H+ (disociación), produce un aumento de la acidez que termina 
por inhibir las funciones metabólicas básicas de la célula. Esta condición 
es muy desfavorable para los microorganismos ya que puede llegar a 
comprometer la regulación de su medio interno y la renovación de sus 
componentes celulares. Indudablemente esta situación conlleva a la 
muerte celular (Copes J, 2005). 
v. Control en superficies de contacto con los alimentos. Marco 
legal.  
El SENASA emitió la circular 4176 inciso 1: Documento de 
Orientacion sobre la Aplicación de Determinadas Disposiciones del 
Reglamento (CE) 2073/2005 Relativo a los Criterios Microbiológicos 
Aplicables en Productos (Reglamento CE 2073/2005, 2015). Punto ii: 
Criterio de higiene de los procesos. Refiere a los Criterios de Higiene en 
los procesos (CHP) que se aplican para determinar el nivel de 
contaminación de enterobacterias y aerobios totales que presentan las 
materias primas (carcasas), especialmente al finalizar los procesos de 
transformación primaria y que indican que el grado de cumplimiento 
operativo de las BPM del proceso de producción es aceptable. Los CHP 
son valores indicativos de contaminación por encima de los cuales deben 
aplicarse medidas correctivas para mantener el control de la higiene del 
proceso. Los CHP se utilizan principalmente para validar y vigilar a lo 
largo del tiempo la eficacia de las prácticas correctas de higiene que se 
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aplican en los frigoríficos. Para establecer un buen plan de validación o de 
vigilancia se tiene que elaborar un plan de muestreo adecuado con 
respecto al número de muestras, a la frecuencia, al período y a los 
lugares de toma de muestras, y a la interpretación y análisis de 
tendencias de los resultados. Estos Criterios no solo pueden ser aplicados 
a la carne sino también al personal (manos, guantes), al ambiente o a las 
superficies en contacto con la misma. La fase de aplicación es antes de la 
comercialización del producto, en el final del proceso de fabricación pero 
en el caso de las canales bovinas, ovinas, caprinas y equinas, después de 
su faenado pero antes de la aplicación de tratamiento superficial con 
ácidos orgánicos y del proceso de enfriado y para las aves de corral 
después de su enfriamiento. Todos los controles mencionados los deberá 
realizar el Servicio Inspección Veterinaria (SIV) que se encuentra en la 
planta procesadora, con la finalidad de verificar el cumplimiento por parte 
del Operador de Empresa Alimentaria (OEP) de la aplicación del 
Reglamento (CE) 2073/2005. ALIMENTICIOS.  
Control microbiológico en zonas de trabajo y equipos:  
Recuento de Mesófilos Aerobios y Familia Enterobacteriaceae 
Propósito y alcance: Esta guía intenta proporcionar una 
herramienta de estrategia global, de utilidad para los Servicios de 
Inspección así como también a los Supervisiones encargados de los 
controles oficiales de plantas autorizadas a exportar con destino Unión 
Europea (UE). La mayoría de los muestreos y pruebas para demostrar el 
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cumplimiento con el Reglamento (CE) N° 2073/2005 se llevará a cabo por 
parte de los operadores de empresas alimentarias, no obstante el servicio 
de inspección veterinaria es responsable de auditar el cumplimiento de 
esta legislación. 
Según lo expuesto anteriormente, todo operador de empresa 
alimentaria que exporte hacia Comunidad Europea deberá cumplir con la 
Directiva L 165/48 (Comunidad Económica Europea, 2001). Los valores 
medios del número de colonias en los análisis de superficies serán: 
Recuento total de colonias aerobias 0-10/cm2 (valor aceptable) >10/cm2 
(valor inaceptable) y Enterobacterias 0-1/cm2 (valor aceptable) >1/cm2 
(valor inaceptable). 
Historicamente la higiene de las superficies que están en contacto 
con alimentos ha representado un gran problema en los establecimientos 
que producen alimentos. Los estudios realizados por Linton A. (1983) en 
“Guidelines prevención and control of Salmonellosis part I and II” 
indicaban que una superficie que contenga 3 UFC/cm2, era considerada 
como muy buena (condición higiénica); 3-9 UFC/cm2, buena; 10-29 
UFC/cm2, moderada; 30-90 UFC/cm2; mala. Estas sugerencias (al 
presente) son tenidas en cuenta por el Instituto de Salud Pública del 
Gobierno de Chile en el “Procedimiento recuento de microorganismos en 
suspensión por método de torunda en superficie” con fecha de revisión 
del 2008.  
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Considerando una mayor superficie de muestreo, Solberg y col. 
(1990) sugirió los siguientes valores microbiológicos para las superficies 
limpias y en uso: aceptable <5 UFC/6,8 cm2 para superficie limpia y no 
aceptable (para superficies sucias) >20 UFC/6,8 cm2. Nivel de tolerancia: 
5-10 UFC/6,8 cm2 para superficie limpia y 20-40 UFC/6,8 cm2 para 
superficie sucia. Riesgo potencial: >10 UFC/6,8 cm2 para superficie limpia 
y >40 UFC/6,8 cm2 para superficie sucia.  
El Código Alimentario Argentino (CAA) también establece dos 
categorías principales en cuanto a los criterios a seguir para la 
elaboración de patrones microbiológicos en la producción de alimentos.  
a. Criterio obligatorio. Se utiliza para referirse a los 
microorganismos considerados patógenos y/o sus marcadores, 
considerados de importancia en salud pública y de acuerdo con 
la clase de alimento.  
b. Criterio complementario (recomendatorio): a diferencia del 
anterior es el criterio relativo usado para la evaluación del 
proceso tecnológico utilizado para la obtención de un producto 
(ANMAT, 2018). 
Al igual que la circular 4176 (2015), el CAA explica que las 
acciones correctivas se deben tomar cuando se ha superado el límite 
microbiológico establecido en el criterio designado. En la industria los 
establecimientos pautan los límites microbiológicos según su criterio de 
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control que habitualmente están por debajo de los límites microbiológicos 
dispuestos por los entes fiscalizadores.  
Para los límites microbiológicos en superficies, el estudio y la 
mejora continua son los pilares necesarios para lograr la adecuación de 
medidas higiénicas que puedan cumplir con los requisitos solicitados.  
Según la normativa, el complementario (recomendatorio) sería el 
de 0 a 10 UFC/cm2 para los RAM (Recuento de Aerobios Mesófilos) y de 
0 a 1 UFC/cm2 para enterobacterias. El criterio obligatorio, la ausencia de 
microorganismos patógenos (ANMAT, 2018; CEE, 2001; Circular 4176, 
2015). 
vi. La importancia del estudio de biopelículas en superficies en 
contacto con alimentos y del desarrollo de protocolos de 
higiene en el Comedor Universitario de la Universidad 
Nacional de La Plata.  
Debido a la relevancia que adquieren las biopelículas en distintos 
eslabones de la cadena alimentaria, el desarrollo de estrategias de control 
efectivas es la clave para obtener un alimento inocuo para toda la 
comunidad de la UNLP. Para lograr este objetivo se consideró de gran 
importancia realizar estudios microbiológicos “in situ”, reproducir las 
biopelículas en las superficies usadas a diario y realizar desafíos con 
distintos protocolos de limpieza y desinfección utilizando detergentes 
neutros, alcalino y el Catolito (producto de la electrólisis parcial de una 
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solución concentrada de cloruro de sodio) y desinfectantes (hipoclorito de 
sodio, ácido acético y el Anolito o agua electroactivada). 
El Comedor Universitario de la UNLP produce diariamente 9000 
almuerzos y 3000 cenas para estudiantes de grado, de nivel secundario 
(Colegio Nacional, Liceo Víctor Mercante y Bellas Artes), primario 
(Escuela Anexa) y trabajadores docentes y nodocentes. El Laboratorio de 
Microbiología de los Alimentos de la Facultad de Ciencias Veterinarias 
asesora y capacita a todo el grupo de operarios desde la reapertura del 
Comedor en el año 2005. 
Por esta razón, y con el único objetivo de resguardar la salud del 
variado grupo de consumidores, se planteó como meta el desarrollo de 
una estrategia general de inocuidad para obtener productos seguros para 






Determinar el tiempo de formación de biopelículas bacterianas a 
diferentes temperaturas y en superficies que están en contacto directo 
con el alimento, y su comportamiento ante la aplicación de diferentes 
estrategias de limpieza y desinfección. 
 
Objetivos específicos 
• Detección de biopelículas bacterianas sobre distintas superficies de 
contacto (bandejas, contenedores de plástico y tablas de corte) 
mediante la aplicación de solución colorante de cristal violeta.  
• Realizar recuentos de aerobios mesófilos sobre las superficies que 
posean biopelícula. 
• Aislar bacterias patógenas e indicadores (Escherichia coli O157, 
Salmonella spp, Listeria spp, Escherichia coli y Pseudomonas 
aeruginosa) que se hayan desarrollado sobre las superficies de 
contacto para ser utilizadas en el bioensayo. 
• Implementar un bioensayo a tres temperaturas y en superficies 
diferentes para evaluar la velocidad de formación de biopelículas 
de las distintas especies bacterianas involucradas. 
• Aplicar diferentes protocolos de sanitización sobre las 3 superficies 
con biopelículas desarrolladas en 3 temperaturas “in vitro”. 
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• Aplicar y verificar “in situ” (Comedor Universitario) el protocolo de 






El trabajo de tesis se desarrollará en 3 etapas 
Etapa 1 
Objetivo General 
Detección de biopelículas en superficies de bandejas, 
contenedores de plástico y tablas de corte. Investigación de E. coli 
O157, Salmonella spp, Listeria spp, E. coli y P. aeruginosa. 




Evaluación de la velocidad de formación de biopelículas de cinco 





Aplicación y verificación “in situ” (Comedor Universitario) del protocolo 
de sanitización elegido “in vitro”. 
 
Cada una de las etapas contará con el título de la etapa, objetivos, 
materiales y métodos, resultados obtenidos, la discusión de los mismos y 









Formación de biopelículas en superficies de 
bandejas, contenedores de plástico y tablas de 
corte. Recuento de mesófilos aerobios. 
Investigación de E. coli O157, Salmonella spp, 








Objetivos específicos  
 
• Detectar biopelículas bacterianas sobre distintas superficies de 
contacto (bandejas, contenedores de plástico y tablas de corte) 
mediante la aplicación de una solución colorante de cristal 
violeta. 
 
• Realizar recuentos de aerobios mesófilos (RAM) sobre las 
superficies que se hayan teñido con la solución de cristal violeta.  
 
• Aislar bacterias patógenas e indicadores (E. coli O157, 
Salmonella spp, Listeria spp, E. coli y P. aeruginosa) que hayan 
desarrollado sobre las superficies de contacto teñidas para ser 




Materiales y métodos 
i. Superficies estudiadas  
Las superficies estudiadas fueron: bandejas de servicio de acero 
inoxidable (AI) de calidad AISI 304 (foto 2), contenedores de comida de 
polietileno de alta densidad y alto peso molecular (PEAD) (foto 3) y tablas 
de corte de PTFE Teflón® (politetrafluoroetileno) (foto 4).  
Foto 2: Bandeja de AI. 
 
Foto 3: Contenedor de PEAD. 
 




ii. Método de tinción para la detección de biopelículas 
Se utilizó la técnica de tinción de cristal violeta al 1 %, que consistió 
en la aplicación de 3 gotas de la solución colorante sobre la superficie 
seca (aprox. 1,5 cm x 1,5 cm) de AI, PEAD y PTFE. Las superficies fueron 
incubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos, seguido se 
realizaron lavados con jeringa de 50 ml con agua destilada estéril (150 ml) 
(foto 5). La presencia de color azul en la superficie después de los 
lavados fue utilizada como “indicador” para la toma de muestra y se 
consideró como tinción “positiva” (Peeters y col., 2007).  
Se realizaron tinciones (en AI, PEAD y PTFE) hasta observar 
macroscópicamente el color azul como indicador de una tinción positiva 
en 20 superficies. Para AI se realizaron 133 tinciones, para PEAD 57 
tinciones y para PTFE 50 tinciones.  
El cristal violeta es un colorante básico que se une a moléculas con 
carga negativa en su superficie y a los polisacáridos de la matriz 
extracelular, muy utilizado para estimar la biomasa de biopelículas 
(Gómez y col. 2013, Martínez Díaz y col., 2010).  




iii. Muestreo para el estudio microbiológico 
Las muestras se extrajeron del Comedor Universitario de la UNLP 
(Sede 1) Bosque Oeste, calle 50 y 116, La Plata, Buenos Aires, Argentina. 
Método de toma de muestra para el estudio microbiológico: las muestras 
fueron obtenidas de superficies secas, post aplicación del protocolo de 
Limpieza y Desinfección. Se utilizó hisopado doble (Britania, Buenos 
Aires, Argentina) en 5 ml de caldo Letheen (Britania, Buenos Aires, 
Argentina). En cuanto a la técnica de hisopado, primero se utilizó el 
hisopo seco, apoyando y deslizando de un lado otro de la superficie, 10 
veces de arriba hacia abajo; giro del hisopo y otras 10 veces de lado a 
lado. Con el segundo hisopo esta vez húmedo con caldo Letheen 
(Britania, Buenos Aires, Argentina) se procedió de la misma forma. La 
superficie a estudiada fue de 25 cm2 (5 x 5 cm). Ambos hisopos se 
depositaron en el mismo tubo y se consideró la misma muestra. 
Posteriormente se transportaron refrigerados al Laboratorio de 
Microbiología de Alimentos FCV-UNLP para el análisis (Valdez Duque B., 
2008).  
Se tomaron 24 muestras por día de trabajo. En detalle: 2 muestras 
para RAM, 2 muestras para el aislamiento de Salmonella spp, 2 muestras 
para el aislamiento de Listeria spp y 2 para el aislamiento de E. coli O157.  
Para determinar la presencia de E. coli O157 (20 muestras), 
Salmonella spp (20 muestras) y Listeria spp (20 muestras) se hisoparon 
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20 placas de acero inoxidable, 20 contenedores plásticos y 20 tablas de 
PTFE con coloración visible de cristal violeta.  
iv. Recuento de microorganismos aerobios mesófilos (RAM) 
Se utilizó el método horizontal “Recuento de colonias a 30°C 
mediante la técnica de siembra en superficie” según la International 
Standard Organization ISO 4833-2:2013 en ANMAT (2014). Inoculación e 
incubación: del tubo de ensayo con 5 ml y los dos hisopos, se agitaron 
durante 1 minuto con vortex Vicking mod. 6005 (Vicking, Buenos Aires, 
Argentina) y se transfirieron por duplicado 0,1 ml a placas de Petri con 
Agar Recuento en Placa (ARP, Britania, Buenos Aires, Argentina) y se 
incubaron a 30°C durante 48 horas. Para el recuento de UFC en 
superficies se utilizó la fórmula 1 (recuento de unidades formadoras de 
colonia en superficies). Los resultados se informan: número de 
microorganismos por cm2 (Instituto de Salud Pública, Chile. Procedimiento 
recuento de microorganismos por método de torunda en superficie, 2008). 
Fórmula 1: Recuento de unidades formadoras de colonias en superficie. 
𝑁𝑁° 𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈/𝑐𝑐𝑐𝑐2 = 𝑁𝑁° 𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈 𝑥𝑥 𝑐𝑐𝑚𝑚.  𝐷𝐷𝐷𝐷𝑚𝑚𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷
𝑠𝑠𝐷𝐷𝑠𝑠𝐷𝐷𝑠𝑠𝑠𝑠𝐷𝐷𝑐𝑐𝐷𝐷𝐷𝐷 á𝑠𝑠𝐷𝐷𝑟𝑟  
 
• N° UFC: Número de unidades formadoras de colonias por 
centímetro cuadrado. 
• ml. diluyente: cantidad de mililitros que se diluye la muestra.  




a. Aislamiento e identificación de Salmonella spp 
Se utilizó el procedimiento según ISO 6579:2002 en metodología 
analítica oficial microorganismos patógenos volumen 1 ANMAT (2011). 
a) Pre-enriquecimiento: los hisopos se sumergieron en 10 ml de agua 
Peptonada Bufferada (Britania, Buenos Aires, Argentina) y se incubaron a 
37°C, 18 horas. Seguido, se inoculó 0,1ml en 10 ml de caldo Caldo 
Rappaport – Vassiliadis con soja (RVS, Biokar-Diagnostics, Francia) y 1 
ml en 10 ml de Caldo Müller – Kauffmann tetrationato más novobiocina 
(MKTTn, Biokar-Diagnostics, Francia), se incubó a 37ºC durante 18 horas.  
b) Aislamiento: una ansada de RVS y MKTTn se sembró por agotamiento 
en la superficie del agar XLD (xilosa, lisina y desoxicolato, Biokar-
Diagnostics, Francia) y en XLT4 (xilosa, lisina y tergitol, Biokar-
Diagnostics, Francia). Las placas se incubaron a 37°C, 24 horas. Se 
seleccionaron colonias típicas, se estriaron en agar nutritivo (Britania, 
Buenos Aires, Argentina) incubándolas a 37°C, 24 horas.  
c) Confirmación bioquímica: se utilizó el agar TSI (Agar-hierro-triple 
azúcar, Britania, Buenos Aires, Argentina) y agar LIA (agar Lisina Hierro, 
Britania, Buenos Aires, Argentina) la inoculación se realizó con aguja en 
forma de punción en el fondo y estriado en el pico de flauta. Se incubó a 
37ºC durante 24 horas (ANMAT, 2011). Para confirmación serológica se 
utilizó RapidChek® SELECT™ (Sdix, Strategic Diagnostics Inc. 111 




b. Aislamiento e identificación de Escherichia coli O157 
Se utilizó el procedimiento según USDA/FSIS:2010 en metodología 
analítica oficial microorganismos patógenos volumen 1 ANMAT (2011). 
Pre-enriquecimiento y tamizaje: a) los hisopos se sumergieron en 
10 ml de TSBm más novobiocina 20 µg/ml (Acumedia Manufacturers, 
EE.UU.) y se incubaron de 15 a 22 horas a 42ºC ± 1ºC. b) tamizaje: se 
utilizó E. coli O157 test kit (DuPont, Wilmington, USA). 
c. Aislamiento e identificación de E. coli 
A partir del medio Letheen que contenía los hisopos para el RAM 
se extrajo 0,1 ml y se sembró en superficie en el medio EMB (Britania, 
Buenos Aires, Argentina) y se incubó a 37°C durante 24 horas. Se 
extrajeron cinco colonias que mostraban características compatibles a E. 
coli, y se inocularon en agar TSA (Britania, Buenos Aires, Argentina) y se 
incubaron durante 24 horas a 37°C. Posteriormente se les realizó las 
pruebas de indol (positivo), rojo de metilo (positivo), Vogues-Proskauer 
(negativo) y citrato de Simmons (negativo) (Jay 1994, FDA-BAM 2002). A 
la cepa de E. coli aislada se le realizó el siguiente estudio: a partir del 
estriado por agotamiento en agar TSA (Britania, Buenos Aires, Argentina) 
se extrajo una colonia y se diluyó en 1 ml de solución fisiológica, seguido 
se aplicó la técnica de Separación Inmuno-magnética (ANMAT, 2011) y 
posterior siembra en estría por agotamiento en placas de agar 
MacConkey sorbitol suplementado con telurito de potasio y cefixime 
(SMAC-CT, Acumedia Manufactures, EEUU) y agar SD-39 (Acumedia 
62 
 
Manufactures Inc.). Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C. 
Seguido se seleccionaron 5 colonias típicas y se sembraron en una placa 
de SMAC-CT incubando durante 24 horas a 37°C. El ADN se extrajo por 
ebullición a 100°C durante 15 minutos, en 150 µl de buffer Tritón X-100 al 
1% en buffer TE 1X [10 mM TrisHCl (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH 8,0)]. 
Posteriormente los tubos fueron centrifugados a 10000 rpm durante 5 
minutos para sedimentar los restos celulares. Los extractos de ADN 
fueron analizados por PCR múltiple para la detección de los genes stx1, 
stx2 y rfbO157. Para identificar la colonia stx/rfbO157 se analizó por PCR 
múltiple. Se utilizaron tres pares de oligonucleótidos cebadores, un par 
para amplificar un fragmento del gen stx1, correspondiente a la subunidad 
B de la toxina stx1, otro par amplifica un fragmento del gen stx2, 
correspondiente a la subunidad A de stx2 y el tercer par de cebadores 
que amplifican un fragmento del gen rfbO157 correspondiente a una 
proteína involucrada en la síntesis del LPS O157. Como control positivo 
se utilizó una cepa control E. coli EDL933 (Moredo F., 2012; Brusa V., 
2016). 
d. Aislamiento e identificación de Pseudomonas 
aeruginosa 
 A partir del medio Letheen, se extrajo 0,1 ml y se sembró en Caldo 
Asparagina (Anhedra, Buenos Aires, Argentina) y se incubó a 37°C por 
24-48 horas. Los cultivos con crecimiento bacteriano, fueron transferidos 
a Agar Cetrimide (Britania, Buenos Aires, Argentina), e incubados por 24-
48 horas a 37°C (APHA, 2005). Las cepas aisladas se conservaron en 
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caldo tripticasa soya (Britania, Buenos Aires, Argentina) adicionado con 
20% de glicerol a la temperatura de -80ºC.  
e. Aislamiento e identificación de Listeria spp. 
Se utilizó el procedimiento según ISO 11290-1:2004 en 
metodología analítica oficial microorganismos patógenos volumen 1 
ANMAT (2011). Un mililitro de cada grupo de 10 se depositó en un tubo 
con 10 ml de enriquecimiento “primario” o pre-enriquecimiento con caldo 
Fraser a la mitad de la concentración (Acumedia, Manofacturers, EE.UU.) 
y se incubó 24 horas a 30ºC. Seguido se inocularon 0,1 ml de cultivo en 
10 ml de caldo Fraser (para el enriquecimiento “secundario”). Una vez 
terminada la incubación se sembró en superficie sobre los medios agar 
Listeria de acuerdo a Ottaviani y Agosti (ALOA) y PALCAM (Acumedia, 
Manofacturers, EE.UU.). Para la identificación de Listeria spp. se realizó la 
prueba de catalasa, Coloración de Gram, Prueba de la movilidad, Test de 





i. Detección de biopelículas por medio de cristal violeta. 
El porcentaje de tinciones positivas encontradas en AI fue del 15% 
(20 bandejas positivas de un total de 133), en PEAD fue del 35% de los 
contenedores (20 positivos de una total de 57) y en las tablas de PTFE 
fue del 40% (20 positivos de un total de 50).  
La coloración se pudo detectar macroscópicamente hasta una 
concentración bacteriana de 1,61 log UFC/cm2. En concentraciones 
menores no se pudo visualizar macroscópicamente la coloración azul.  
ii. Recuentos de aerobios mesófilos (RAM)  
Los RAM obtenidos de las superficies teñidas con cristal violeta en 
las bandejas de AI se muestran en tabla 1.  
Los valores logarítmicos finales de cada muestra figuran en el 
gráfico 1. El valor promedio de las 20 muestras analizadas fue de 2,39 log 
UFC/cm2, donde el mayor valor fue 3,1 log UFC/cm2 (muestra N° 18) y el 




Tabla 1: Resultados de los RAM de las 20 muestras de AI. 
N° Muestra 1°Recuento 2°Recuento Promedio N°UFC/cm2 Log (N°UFC/cm2) 
1 4000 4800 4400 880 2,94 
2 4000 6200 5100 1020 3,01 
3 230 560 395 79 1,90 
4 400 1100 750 150 2,18 
5 1900 3500 2700 540 2,73 
6 1300 1700 1500 300 2,48 
7 400 600 500 100 2,00 
8 500 650 575 115 2,06 
9 190 240 215 43 1,63 
10 280 230 255 51 1,71 
11 5700 6300 6000 1200 3,08 
12 3800 4100 3950 790 2,90 
13 330 240 285 57 1,76 
14 4900 3700 4300 860 2,93 
15 6100 4800 5450 1090 3,04 
16 500 700 600 120 2,08 
17 2550 2760 2655 531 2,73 
18 4500 8900 6700 1340 3,13 
19 300 110 205 41 1,61 
20 350 600 475 95 1,98 
 
Los RAM obtenidos de las superficies teñidas con cristal violeta en 
los contenedores de comida de PEAD se muestran en tabla 2.  
Los valores logarítmicos finales en PEAD se muestran en el gráfico 
1 (b). El valor promedio de las 20 muestras analizadas fue de 4,88 log 
UFC/cm2, donde el mayor valor fue log 5,23 log UFC/cm2 y el menor log 
4,04 log UFC/cm2. 
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Los valores logarítmicos finales en PTFE se muestran en el gráfico 
1 (c). El valor promedio de las 20 muestras analizadas fue de 5,33 log 
UFC/cm2, donde el mayor valor fue log 6,20 log UFC/cm2 y el menor log 
4,90 log UFC/cm2. 
Tabla 2: Resultado de los RAM de las 20 muestras de PEAD. 
. 
N° Muestra 1°Recuento 2°Recuento Promedio N°UFC/cm2 Log (N°UFC/cm2) 
1 141000 110000 125500 25100 4,40 
2 830000 630000 365000 73000 4,86 
3 139000 144000 141500 28300 4,45 
4 110000 156000 133000 26600 4,42 
5 234000 320000 146000 29200 4,47 
6 430000 680000 55500 11100 4,05 
7 690000 940000 815000 163000 5,21 
8 350000 750000 550000 110000 5,04 
9 950000 560000 755000 151400 5,18 
10 680000 830000 755000 151000 5,18 
11 215000 358000 286500 57300 4,76 
12 510000 460000 485000 97000 4,99 
13 650000 430000 540000 108000 5,03 
14 750000 740000 745000 149000 5,17 
15 460000 540000 500000 100000 5,00 
16 650000 700000 675000 135000 5,13 
17 670000 840000 755000 151000 5,18 
18 320000 360000 340000 68000 4,83 
19 840000 750000 795000 159000 5,20 
20 940000 780000 860000 172000 5,24 
 
Los RAM obtenidos de las superficies teñidas con cristal violeta en 
tablas de PTFE se muestran en tabla 3.  
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Tabla 3: Resultado de los RAM de las 20 muestras de tablas de PTFE. 
 
N° Muestra 1°Recuento 2°Recuento Promedio N°UFC/cm2 Log (N°UFC/cm2) 
1 3000000 4200000 3600000 720000 5,86 
2 1970000 1630000 1800000 360000 5,56 
3 1010000 1940000 1475000 295000 5,47 
4 900000 630000 765000 153000 5,18 
5 7500000 8700000 8100000 1620000 6,21 
6 5400000 6800000 6100000 1220000 6,09 
7 460000 560000 510000 102000 5,01 
8 6500000 8400000 7450000 1490000 6,17 
9 730000 950000 840000 168000 5,23 
10 650000 850000 750000 150000 5,18 
11 280000 650000 465000 93000 4,97 
12 520000 320000 420000 84000 4,92 
13 650000 740000 695000 139000 5,14 
14 850000 940000 895000 179000 5,25 
15 950000 640000 795000 159000 5,20 
16 450000 360000 405000 81000 4,91 
17 680000 740000 710000 142000 5,15 
18 350000 750000 550000 110000 5,04 
19 680000 158000 419000 83800 4,92 





Gráfico 1: Valores de RAM en Log UFC/cm2 obtenidos a partir de hisopados en (a) AI, (b) 











iii. Análisis microbiológicos de E. coli, P. aeruginosa E. coli O157, 
Salmonella spp y Listeria spp.  
Los resultados obtenidos fueron los siguientes: se aisló una cepa 
de E. coli a partir de la superficie del contenedor de PEAD N° 9, esta cepa 
resultó negativa a la metodología de identificación para E. coli O157. Se 
aisló también una cepa de P. aeruginosa a partir de la superficie del 
contenedor de PEAD N°5.  
Los análisis microbiológicos para evidenciar la presencia de E. coli 
O157, Salmonella spp y Listeria spp arrojaron resultados negativos en 





Los microrganismos que se encuentran formando biopelículas en 
las superficies son la principal causa de contaminación del producto final, 
pudiendo producir ETA (Piera Serra, 2003; Tellez S, 2010). Esto también 
resulta de gran interés debido al deterioro que causan en el alimento, que 
se traduce como una gran pérdida económica (Chmielewski y col., 2003; 
FAO 2008; Fuster i Valls N. 2006; Tellez S. 2010). 
La formación de biopelículas en AI, PEAD y PTFE se encuentra 
ampliamente informada. Varios autores identificaron y reprodujeron 
biopelículas de gran cantidad de especies bacterianas en vidrio, AI, 
diferentes polímeros, etc. (Bonsaglia y col., 2014; Di Bonaventura y col., 
2008). 
Los resultados obtenidos en este trabajo confirmarían que estos 
eventos de organización bacteriana se pueden encontrar en diferentes 
lugares y tipos de procesos. Su probabilidad de aparición es muy alta, 
muestran gran resistencia a los métodos de limpieza y desinfección y más 
importante: el riesgo que significan para la salud de los consumidores 
(Bonsaglia y col., 2014; Di Bonaventura y col., 2008; Dantas Espadas y 
col., 2014). 
La tinción con cristal violeta es muy utilizada para la cuantificación 
de biopelículas en placas de microtitulación (De los Santos Villamil, 2012; 
Xu y col., 2016; Peeters y col., 2008). En este trabajo se utilizó con la 
finalidad de identificar biopelículas que pudieran estar presentes en las 
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superficies en contacto con alimentos. El objetivo fue obtener una 
herramienta de identificación rápida, de fácil aplicación, accesible en 
costos e inocua para los alimentos. 
Los resultados obtenidos indicaron que todas las muestras 
extraídas de los lugares donde se observó la presencia del colorante, 
presentaron una alta concentración bacteriana.  
Se podría interpretar entonces que el uso del colorante fue efectivo 
en la detección de biopelículas. Los análisis microbiológicos indicaron en 
todos los casos la presencia de biopelículas.  
En los 20 análisis microbiológicos realizados en cada superficie, el 
color azul fue detectado macroscópicamente hasta una concentración de 
1,61 log UFC/cm2. Por lo tanto, su utilización estaría muy discutida ya que 
no se pudo detectar el color azul en valores inferiores a 41 UFC/cm2 (valor 
obtenido con la fórmula 1). Esto toma relevancia ya que esta cantidad 
supera ampliamente el valor recomendado de 10 UFC/cm2. 
Los resultados de los RAM superaron significativamente los valores 
de referencia para superficies en contacto con alimentos en la etapa pre 
operatoria que indica la Circular 4176 del SENASA (2015), la Directiva L 
165/48 (Comunidad Económica Europea, 2001) la Directiva de la CE 
471/2001 (Directiva 471, 2001) y la resolución 336/2016 del Ministerio de 
Agroindustria (Ministerio de Agroindustria, SENASA, 2016).  
Una de las causas que provocó el desvío en los RAM fue la 
presencia de rugosidades en las superficies, producidas por el intenso 
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uso. Estas rugosidades son capaces de retener sustancias orgánicas y 
formar una “membrana de acondicionamiento” que finalmente facilitaron la 
adhesión bacteriana y por lo tanto, favorecieron la formación de las 
biopelículas (Van haecke E., 1990; Kusumaningrum H., 2003; Whitehead 
K., 2005; Garret T., 2008; Myszka K., 2011; Díaz C., 2011). 
Otra de las causas que originaron los desvíos, fueron las fallas en 
la aplicación del lavado y la desinfección de las superficies estudiadas 
(Ruiz Bolívar y col. 2008). Esto generó una “no conformidad” y la 
aplicación de acciones correctivas dirigidas a: 1. Controlar rápidamente la 
contaminación de superficies mediante la aplicación de un protocolo de 
limpieza y desinfección de contingencia. 2. Capacitación del personal: Se 
organizó una reunión en la cual se dictó una capacitación en forma teórica 
como práctica (ANMAT 2018; Cabrera J., 2013; SENASA 2016; 
Pennimpede y col., 2003). 
Los aislamientos de E. coli y P. aeruginosa en la superficie de 
PEAD han sido descriptos por varios autores (Van Houdt R., 2010; Tellez 
S., 2010; Beauchamp C., 2012; Siryaporn A., 2014).  
La presencia de biopelículas en las 3 superficies estudiadas 
desencadenó una alarma que activó una rápida acción correctiva dirigida 
al control de la contaminación y a realizar estudios “in vitro” e “in situ” para 
diseñar una nueva estrategia dirigida al control y prevención de las 




Conclusiones parciales  
• La tinción con cristal violeta fue de utilidad cuando la concentración 
bacteriana de la biopelícula fue igual o superior a 1,61 log 
UFC/cm2. Por debajo de esta concentración no fue posible 
identificar el color azul en forma macroscópica.  
• La presencia de biopelículas en estas superficies indicó una falla 
en la aplicación de la limpieza y desinfección.  
• Se debe implementar un control estricto del desgate de las 
superficies de utensilios para no favorecer la retención de 
sustancias orgánicas.  
• Es necesario desarrollar un Proceso Operativo de Sanitización 











Velocidad de formación de biopelículas de cinco 
cepas bacterianas y sanitización a diferentes 





• Implementar un bioensayo a tres temperaturas y en 
superficies diferentes para evaluar la velocidad de formación 
de biopelículas de las distintas especies bacterianas 
involucradas. 
• Aplicar diferentes protocolos de sanitización sobre las 3 





Materiales y Métodos 
i. Superficies utilizadas para evaluar el desarrollo de las 
biopelículas 
Bandejas de AI, Contenedores de PEAD y tablas de corte de 
PTFE. 
Se realizaron cortes de 1,5 x 1,5 cm de lado, cuya superficie fue de 
2,25 cm2 (Foto 6).  
Foto 6: Cortes de AI (a), PEAD (b) y PTFE (c). 
 
 
La esterilización de las superficies se realizó por medio de 
autoclave, a 121ºC durante 15 minutos. Las temperaturas de incubación 
fueron: 3, 10 y 25ºC. 
ii. Aislamientos bacterianos utilizados para el bioensayo 
1- Cepas bacterianas aisladas en el estudio microbiológico.  
- Escherichia coli: Bacteria indicadora de contaminación por 
materia fecal de origen humano o animal en forma directa o 
indirecta, no diarreogénica y aislada de un contenedor de PEAD. 
a b c 
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- Pseudomonas aeruginosa: Bacteria considerada patógeno 
oportunista y alterador de alimentos, aislada de un contenedor de 
PEAD. 
2- Cepas bacterianas de origen externo, provenientes de carnicerías 
abastecidas por los mismos proveedores mayoristas que entregan 
carne al Comedor Universitario.  
- Escherichia coli O157 (aislada de la superficie de una 
máquina de moler carne bovina) no portadora de los genes STEC, 
perteneciente al cepario del Laboratorio de Microbiología de los 
Alimentos e identificada con el número 1035. 
- Salmonella spp (aislada de la superficie de un cuchillo de 
carnicero) perteneciente al cepario del Laboratorio de Microbiología 
de los Alimentos FCV-UNLP e identificada con el número 679. 
- Listeria spp (aislada de superficie de una tabla de PTFE) 
perteneciente al cepario del Laboratorio de Microbiología de los de 
los Alimentos FCV-UNLP e identificada como L9. 
iii. Preparación de cada inóculo 
Las cinco cepas se sembraron en 5 ml de caldo Luria Bertami (LB, 
Probiotek, México) y se incubaron toda la noche a 35ºC. Posteriormente 
0,1 ml de cada suspensión, se inoculó en la superficie del Agar Mac 
Conkey con sorbitol (Britania, Buenos Aires), Agar XLT4 (Acumedia, 
Manufacturers, EE.UU.), Agar Palcam (Acumedia, Manufacturers, 
EE.UU.), Agar EMB (Britania, Buenos Aires, Argentina) y Agar Cetrimide 
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(Britania, Buenos Aires, Argentina) incubándose durante toda la noche a 
35°C.  
A partir de una colonia con características morfológicas 
compatibles a cada especie bacteriana, se tomó una porción con ansa en 
punta y se sembró en caldo LB y se incubó a 35°C durante 24 horas.  
El inóculo que se utilizó para el experimento fue 1 ml de una 
concentración bacteriana 103 - 104 UFC/ml (Silagyi y col., 2007; Ryu y 
col., 2004). 
iv. Preparación de los Bioensayos  
En tubos de vidrio de 22 mm de ancho se depositaron 10 ml de 
caldo LB con la superficie a estudiar de 1,5 x 1,5 cm. Se calibró el pH en 
7,2 y se esterilizó a 121°C durante 20 minutos. Antes de comenzar los 
ensayos los tubos que contenían las superficies se depositaron 48 horas 
a las temperaturas fijadas (3, 10 y 25°C) para no modificar 
comportamiento bacteriano (Foto 7).  





Tabla 4: Resumen de la metodología utilizada para los bioensayos con las cinco cepas 
bacterianas en 3 superficies y en las tres temperaturas de incubación. 
 




Tiempo de Incubación: 8 días 
Superficie Tiempo de toma de muestra (horas) 
AI 
3 6 12 48 72 96 120 192 PTFE 
PEAD 
Cantidad de tubos con 10 ml LB/superficie: 8x3 superficies x2 cepas. 
(n= 48) 
E. coli O157  
Salmonella 
spp 
E. coli  
3 ºC 
Tiempo de Incubación: 10 días 
Superficie Tiempo de toma de muestra (horas) 
AI 
12 24 48 72 96 144 192 240 PTFE 
PEAD 
Cantidad de tubos con 10 ml LB/superficie: 8x3 superficies x3 cepas. 
(n=72) 
E. coli O157 
Salmonella  
spp 




Tiempo de Incubación: 8 días 
Superficie Tiempo de toma de muestra (horas) 
Acero Inoxidable 
3 6 12 24 48 96 144 192 PTFE 
PEAD 
Cantidad de tubos con 10 ml LB/superficie: 8x3 superficies x5 cepas. 
(n=120) 
E. coli O157 
Salmonella  
spp 




Tiempo de Incubación: 8 días 
Superficie Tiempo de toma de muestra (horas) 
AI 
3 6 12 24 36 48 60 72 PTFE 
PEAD 




Control de temperaturas: se realizó utilizando el termómetro 
registrador marca Testo (modelo 177-74 logger, Buenos Aires, Argentina) 
en una estufa termostatic Cabinet Lovibond (Lovibond, Amesbury, 
England) con un intervalo de temperatura de 2 a 45°C.  





v. Toma de muestra y procesado  
La superficie incubada en LB se trasladó a un tubo con 10 ml de 
solución fisiológica (SF) y se le realizaron 4 lavados de 15 segundos con 
un agitador vortex Vicking modelo 6005 (Vicking, Buenos Aires, 
Argentina). Se extrajo la superficie con una pinza Kocher y se realizó un 
hisopado doble en una cara. Antes de la inoculación en medio sólido, los 
hisopos fueron mezclados durante 1 minuto (Figura 8). Con la otra cara 
de la superficie incubada durante 3 y 6 horas, se realizó una impronta 
sobre la superficie de ARP (Britania, Buenos Aires, Argentina) y se incubó 
a 35ºC durante 48 horas (Foto 8).  
81 
 
Figura 8: Obtención y procesado de la muestra de la superficie con biopelícula. 
 
 





vi. Método de cuantificación de bacterias viables 
Se utilizó el método microbiológico de recuento de bacterias viables 
aerobias sobre una superficie (UFC/cm2) de agar ARP (Pág. 59) (Li y col., 
2014; ANMAT 2014; Azeredo y col., 2017). 
Recuentos bacterianos: del caldo Leethen con los hisopos ya 
mezclados por 1 minuto, se realizaron diluciones en base 10 y se inoculó 
0,1 ml en la superficie del medio ARP (ANMAT, 2014). 
vii. Método de tinción 
 Se utilizó la técnica de tinción de cristal violeta al 1 % que consistió 
en la aplicación de 1 ml de solución colorante sobre la superficie seca de 
AI, PEAD y PTFE. Estas, fueron incubadas a temperatura ambiente 
durante 30 minutos, seguido se realizaron 3 lavados (150 ml). La 
persistencia del color azul en la superficie después de los lavados se 
consideró positivo a la presencia de una biopelícula (Peeters y col., 2008).  
A las superficies que se aplicó el colorante se las clasificó en tres 
categorías:   
Categoría 0 = ningún rastro de colorante 
Categoría 1 = teñido difuso 




viii. Resumen de la toma de muestra y procesado de las 
superficies con biopelículas (Figura 9). 
Figura 9: Resumen del proceso completo (toma de muestra, procesado de superficies y 
tinción). 
Extraer de la superficie incubada en el caldo LB 
Depositar en un tubo de vidrio de 22 mm con 10ml de SF estéril.  
Mezclar con vortex durante 15 segundos 
Extraer la SF y descartar. Depositar 10 ml de SF. Mezclar. 4 veces. 
 
Extraer la superficie y 
aplicar la solución de 
tinción 
Extraer la superficie 
y hacer la impronta 
sobre el medio ARP 
Extraer la superficie, sostenerla 
con pinza kocher y realizar los 
hisopados (hisopo seco) y luego 
hisopo húmedo. 
Incubar 30 minutos 
temperatura ambiente 
Incubar 48 horas a 
35°C 
Depositar los hisopos en 5 ml de 
SF 
 
Lavar y observar la 
superficie teñida 
 
Observar si hubo 
desarrollo 
Mezclar durante 1 minuto  
Tomar 1 ml y hacer 4 diluciones en 
base 10. Tomar 0,1 ml y sembrar 
por duplicado en ARP e incubar a 
30°C durante 48 h. 
   






ix. Modelado Matemático del desarrollo Microbiano. Modelo de 
Gompertz 
Los modelos matemáticos pueden ser empleados para predecir los 
efectos sobre la vida útil de los alimentos en base a diferentes 
combinaciones tiempo - temperatura durante su producción y distribución. 
Cuando los modelos matemáticos son validados es porque se han 
realizado una amplia gama de estudios pertinentes acerca de cómo 
influyen los agentes intrínsecos y extrínsecos en la matriz. Con los 
resultados de los estudios se puede predecir el comportamiento de los 
microorganismos en los alimentos. El modelo utilizado en este trabajo es 
el de Gompertz, considerado de nivel primario y describe los cambios en 
el número de microorganismos en función del tiempo bajo ciertas 
condiciones ambientales (Whiting y col., 1995; Coll Cárdenas F., 2005; 
Copes J. 2005; Pellicer K. 2011; Talero García M., 2019;).  
La ecuación modificada de Gompertz (ecuación 1) (Gibson y col., 
1989; Zwietering y col., 1990). 
𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿 𝑁𝑁 =  𝑟𝑟 +  𝑐𝑐. 𝐷𝐷𝑥𝑥𝑠𝑠 ( − 𝐷𝐷𝑥𝑥𝑠𝑠 ( − 𝑏𝑏 (𝐷𝐷 −  𝑐𝑐)))   Ecuación 1 
Dónde: Log N es el logaritmo decimal de los recuentos 
microbianos [Log (UFC/g)] al tiempo t, dado en días. a es el Log de los 
recuentos asintóticos cuando el tiempo decrece indefinidamente 
(aproximadamente equivale al Log de los niveles iniciales de bacterias) 
[Log (UFC/g)]. c es el Log de los recuentos asintóticos cuando el tiempo 
se incrementa indefinidamente (es el número de ciclos Log de 
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crecimiento) [Log (UFC/g)]. m es el tiempo requerido para alcanzar la 
máxima velocidad de crecimiento [días]. b es la velocidad de crecimiento 
relativa al tiempo m [días-1]. De estos parámetros, se derivan la velocidad 
específica de crecimiento (μ=b.c/e) [Log(UFC/cm2)/días], (con e=2,7182). 
La duración de la fase de latencia (LPD=m-1/b) [días] y la máxima 
densidad poblacional microbiana bajo condiciones particulares (MPD=a + 
c) [LogUFC/g]. Estos parámetros son específicos para cada 
microorganismo y su ambiente. La ecuación fue ajustada a los datos del 
desarrollo microbiano mediante una regresión no lineal con el programa 
Sigma Plot versión 11.0 (Systat, Inc). El programa ajusta los datos a la 
curva sigmoidea, o sea que calcula los parámetros de acuerdo a un 
determinado criterio. Los parámetros a, c, b y m son estimados, para 
obtener un modelo matemático completo del cual, una curva de 
crecimiento podría ser predicha para cualquier combinación de 
condiciones dentro de los límites del experimento. Otros parámetros de 
interés como la fase de latencia, pueden derivarse entonces de la curva 
de predicción (Chang, 1998; Coll Cárdenas, 2005; Gianuzzi y col., 1991; 
Gianuzzi L, 1998).   
La aplicación de estas ecuaciones a los resultados obtenidos en la 
formación de biopelículas en las diferentes superficies fue netamente 
experimental. El objetivo fue determinar si los datos se ajustaban al tipo 
de curva y en ese caso, obtener los parámetros derivados, velocidad 




x. Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico de los datos se utilizó el programa 
Infostat (Di Rienzo, 2018). Se empleó un nivel de significación de p<0.05. 
Se utilizó el análisis de varianza para determinar si existían diferencias 
estadísticamente significativas entre el promedio de los recuentos 
obtenidos por todas las cepas con respecto a cada uno de las 
temperaturas (3, 10 y 25°C). Mientras que se evaluó a través la prueba de 
Chi cuadrado para determinar la proporción de superficie teñida y su 
relación con el crecimiento de las biopelículas en las distintas superficies. 
xi. Aplicación de tres protocolos de limpieza y desinfección (LD). 
Se desarrollaron tres protocolos de LD en los que se utilizaron 
productos químicos de fácil aplicación y acceso en el mercado local. Los 
procedimientos desarrollados se enfrentaron a las superficies con 
biopelículas con el mayor recuento bacteriano.  
xii. Obtención de biopelículas destinadas para aplicar los 3 
protocolos de LD. Concentraciones y tiempos de formación. 
Las biopelículas utilizadas fueron realizadas con la misma 
metodología implementada anteriormente en este trabajo (puntos iv y v). 
Se planificó la incubación teniendo en cuenta los tiempos y las 
concentraciones de formación de biopelículas obtenidas anteriormente 
(punto v). La tabla 5 muestra los tiempos donde se observó la mayor 
concentración bacteriana de las distintas biopelículas.  
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Tabla 5: Concentraciones y tiempos de incubación de las cinco cepas donde se obtuvo el 
mayor recuento bacteriano. 
  Temperatura 
Superficie Cepas 
3°C 
(log UFC/cm2 -horas) 
10°C 
(log UFC/cm2 -horas) 
25°C 




2,22 - 192  4,10 - 96  5,91 - 36  
E. coli 
O157 
2,27 - 96  5,29 - 96  7,92 - 36  
E. coli 
 
2,79 - 96  3,83 - 144  5,93 - 36  
P. 
aeruginosa 
3,04 - 192  5,24 - 144  5,93 - 36  
Listeria 
spp. 




2,30 – 192 6,20 - 48 6,81 - 48 
E. coli 
O157 
2,76 - 96 5,90 - 48 7,77 - 48 
E. coli 
 
2,93 - 72 4,89 - 96 7,48 - 48 
P. 
aeruginosa 
2,99 - 192 5,74 - 96 6,28 – 36 
Listeria 
spp. 




2,44 - 192 6,06 - 48 5,55 - 48 
E. coli 
O157 
2,36 - 240 6,25 - 48 
7,79 - 48 
E. coli 
 
2,79 - 72 5,00 - 96 
7,48 - 48 
P. 
aeruginosa 
3,04 - 192 5,85 - 144 5,87 - 72 
Listeria 
spp. 






Diseño experimental: se realizó un diseño factorial empleando tres 
temperaturas 3, 10 y 25°C. 
• Para cada cepa se produjeron 5 biopelículas, hicieron un 
total de 25 biopelículas x 3 superficies: Total 75 biopelículas. 
• Recuentos bacterianos: 75 biopelículas por duplicado: 150 
recuentos por cada temperatura.  
•  Tinción: 1 biopelícula (cada aislamiento bacteriano): 5 
superficies con biopelícula x 3 temperaturas: 15 tinciones. 
• Total para las 3 temperaturas: 270 biopelículas (225 para 
recuentos bacterianos y 45 para tinción).Total de recuentos 
(por duplicado) 450.  
• Total para las 3 LD: 810 biopelículas (675 para recuentos 
bacterianos y 135 para tinción). Total de recuentos (por 
duplicado) 1350. 
 
A continuación se muestran las biopelículas (sin tinción) sobre AI 
antes de proceder al lavado y desinfección. La foto 9 muestra la 
biopelícula de P. aeruginosa a las 36 horas de incubación a 25°C. La foto 
10 a E. coli O157 y la foto 11 a Salmonella spp. Ambas biopelículas con 


















a. Protocolos de Limpieza y Desinfección propuestos. 
 
Protocolo LD1 
• Enjuagar con agua potable esterilizada. 
• Aplicar detergente neutro en dilución recomendada 
por el fabricante. 
• Cepillar toda la superficie, 15 veces de arriba hacia 
abajo y 15 veces de lado a lado.  
• Enjuagar con agua potable esterilizada. 
• Aplicar la solución de hipoclorito de sodio 400 ppm 
durante 15 minutos.  
• Enjuagar con agua potable esterilizada. 
• Secar con papel sanitario. 
• Hisopar para la obtención de la muestra a examinar.   
• Recuento bacteriano y teñido de superficie. 
 
Protocolo LD2 
• Enjuagar con agua potable esterilizada. 
• Aplicar catolito en una dilución del 50%. 
• Cepillar toda la superficie, 15 veces de arriba hacia 
abajo y 15 veces de lado a lado.  
• Enjuagar con agua potable esterilizada. 
• Aplicar la solución de agua electroactivada al 100% 
durante 15 minutos.  
• Enjuagar con agua potable esterilizada. 
• Secar con papel sanitario. 
• Hisopar para la obtención de la muestra a examinar.   






• Enjuagar con agua potable esterilizada. 
• Aplicar el detergente alcalino en dilución 
recomendada por el fabricante.  
• Cepillar toda la superficie, 15 veces de arriba hacia 
abajo y 15 veces de lado a lado.  
• Enjuagar con agua potable esterilizada. 
• Aplicar la solución de Ácido Acético 2000 ppm 
durante 15 minutos.  
• Enjuagar con agua potable esterilizada. 
• Secar con papel sanitario. 
• Hisopar para la obtención de la muestra a examinar.   
• Recuento bacteriano y teñido de superficie. 
 
b. Aplicación de la LD “in vitro” 
En la Foto 11 se muestra el procedimiento de extracción de la 
superficie con biopelícula dentro de la cabina de bioseguridad (Sabella 
Modelo CFLV-SB, Buenos Aires, Argentina). Los tres protocolos 
presentan en común los siguientes pasos: 
1. Humectar y cepillar con la solución detergente (Foto 13).  
2. Enjuagar con agua potable estéril mediante agitación manual 
durante 30 segundos (Foto 14). 
3. a. Desinfectar por inmersión a las superficies de AI y PTFE   
b. Desinfectar por aspersión en PEAD. 
4. Secar las superficies sobre papel absorbente (utilizado en el 




5. Tomar la muestra con hisopado doble, y depositar en 5 ml de caldo 
Letheen (Britania, Buenos Aires, Argentina) (Foto 17). 
La solución de detergente se realizó con agua potable esterilizada. 
Todo el material de vidrio y metal fue esterilizado en autoclave 121°C 
durante 20 minutos.   
Todas las soluciones (detergentes y desinfectantes) se prepararon 
30 minutos antes de utilizarlas.  





Foto 13: Humectado y cepillado en contenedor plástico con la solución detergente. 
 
Foto 14: Enjuagado en los vasos con agua potable estéril, durante 30 segundos. 
 





Foto 16: Secado con papel absorbente dentro de la cabina de bioseguridad. 
 






i. Formación de biopelículas a 3°C  
a. Incubación de P. aeruginosa y Listeria spp.  
• AI 
Los resultados de la concentración bacteriana en AI en función del 
tiempo de lectura se muestran en el gráfico 2 (a). Donde P. aeruginosa 
mostró la menor concentración bacteriana a las 3 horas (1,3 log UFC/cm2) 
y la mayor a las 192 horas de incubación (3,04 log UFC/cm2). Para 
Listeria spp. la menor concentración fue a las 3 horas (1,74 log UFC/cm2) 
y la mayor a las 192 horas de incubación (3,08 log UFC/cm2). En la tabla 
6 se muestran todos los valores obtenidos en el período de 3 a 192 horas 
de incubación. 
Tabla 6: Valores de los recuentos bacterianos (UFC/cm2) obtenidos en 192 h de 
incubación sobre AI, de P. aeruginosa y Listeria spp aplicando la fórmula 1. 
 
 Tiempo en horas 
 0 3 6 12 48 72 96 120 192 
Listeria spp. 0,00 1,74 1,54 2,23 2,39 2,32 2,29 2,43 3,08 




Los resultados de la concentración bacteriana en PEAD en función 
del tiempo de lectura se muestran en el gráfico 2 (b). Donde P. 
aeruginosa mostró la menor concentración bacteriana a las 3 horas (1,74 
log UFC/cm2) y la mayor a las 192 horas de incubación (2,99 log 
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UFC/cm2). Para Listeria spp. la menor concentración fue a las 3 horas 
(1,94 log UFC/cm2) y la mayor a las 192 horas de incubación (3,07 log 
UFC/cm2). En la tabla 7 se muestran todos los valores obtenidos en 192 
horas de incubación. 
Tabla 7: Valores de los recuentos bacterianos (UFC/cm2) obtenidos en 192 h de 
incubación sobre PEAD, de P. aeruginosa y Listeria spp aplicando la fórmula 1. 
 Tiempo en horas 
Cepa 0 3 6 12 48 72 96 120 192 
Listeria spp. 0,00 1,94 2,04 2,60 2,68 2,67 2,69 2,86 3,07 




Los resultados de la concentración bacteriana en PTFE en función 
del tiempo de lectura se muestran en el gráfico 2 (c). Donde P. aeruginosa 
mostró la menor concentración bacteriana a las 3 horas (1,64 log 
UFC/cm2) y la mayor a las 192 horas de incubación (3,04 log UFC/cm2). 
Para Listeria spp. la menor concentración fue a las 3 horas (1,89 log 
UFC/cm2) y la mayor a las 192 horas de incubación (3,08 log UFC/cm2). 
En la tabla 8 se muestran todos los valores obtenidos en 192 horas de 
incubación. 
Tabla 8: Valores de los recuentos bacterianos (UFC/cm2) obtenidos en 192 h de 
incubación sobre PTFE, de P. aeruginosa y Listeria spp aplicando la fórmula 1. 
 Tiempo en horas 
Cepa 0 3 6 12 48 72 96 120 192 
Listeria spp. 0,00 1,89 2,04 2,55 2,69 2,71 2,86 2,75 3,08 





Gráfico 2: Valores obtenidos a partir de los recuentos de P. aeruginosa y Listeria spp. en 










Los valores promedio de la concentración bacteriana de Listeria 
spp. y P. aeruginosa a 3°C durante 192 horas no mostraron diferencias 
significativas (p>0,05) en las superficies de AI, PEAD y PTFE (Tabla 9). 
Tabla 9: Comparación de los valores promedios de concentración bacteriana (log 
UFC/cm2) de P. aeruginosa y Listeria spp. a diferentes tiempos de lectura para las tres 
superficies estudiadas (AI, PEAD, PTFE) incubadas a 3°C. 
 
  Tiempo en horas 


















































































































P valor 0,29 0,29 0,13 0,33 0,14 0,71 0,05 0,84 





b. Incubación a 3°C de E. coli, E. coli O157 y Salmonella 
spp.  
• AI 
Los resultados de la concentración bacteriana en AI en función del 
tiempo de lectura se muestran en el gráfico 3 (a). Donde E. coli mostró la 
menor concentración bacteriana las 12 horas (2,04 log UFC/cm2) y la 
mayor a las 96 y 240 horas de incubación (2,79 log UFC/cm2). La menor 
concentración para Salmonella spp se observó a las 24 horas (1,89 log 
UFC/cm2) y la mayor fue a las 192 horas de incubación (2,27 log 
UFC/cm2). Para E. coli O157, la menor concentración fue a las 12 horas 
(1,64 log UFC/cm2) y la mayor fue a las 192 horas (2,27 log UFC/cm2). En 
la tabla 10, se muestran los valores obtenidos en 240 horas de 
incubación. 
 
Tabla 10: Valores de los recuentos bacterianos (UFC/cm2) obtenidos en 240 h de 
incubación sobre AI, de E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp. aplicando la fórmula 1. 
 Tiempo en horas 
Cepa 
0 3 6 12 24 48 72 96 144 192 240 
E coli. 0,00 0,00 0,00 2,04 2,58 2,75 2,71 2,79 2,75 2,70 2,79 
E. coli O157 0,00 0,00 0,00 1,64 1,82 1,94 2,04 2,27 2,27 2,32 2,27 
Salmonella spp 0,00 0,00 0,00 0,00 1,89 1,52 1,89 2,12 2,19 2,30 2,27 
 
• PEAD 
Los resultados de la concentración bacteriana en PEAD en función 
del tiempo de lectura se muestran en el gráfico 3 (b). Donde E. coli mostró 
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la menor concentración bacteriana a las 12 horas (2,12 log UFC/cm2) y la 
mayor a las 72 horas (2,93 log UFC/cm2) decreciendo hasta las 240 horas 
de incubación (2,76 log UFC/cm2). Para Salmonella spp. la menor 
concentración fue a las 12 horas (1,34 log UFC/cm2) y la mayor fue a las 
144 horas (2,30 log UFC/cm2) decreciendo a las 240 horas de incubación 
(2,17 log UFC/cm2). Para E. coli O157, la menor concentración fue a las 
12 horas (1,64 log UFC/cm2) y la mayor a las 192 horas (2,17 log 
UFC/cm2). En la tabla 11 se muestran todos los valores obtenidos en 240 
horas de incubación. 
 
Tabla 11: Valores de los recuentos bacterianos (UFC/cm2) obtenidos en 240 h de 
incubación sobre PEAD, de E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp. aplicando la fórmula1. 
 Tiempo en horas 
Cepa 
0 3 6 12 24 48 72 96 144 192 240 
E coli. 0,00 0,00 0,00 2,12 2,19 2,76 2,93 2,80 2,80 2,74 2,76 
E. coli O157 0,00 0,00 0,00 1,64 1,89 2,04 2,22 2,27 2,45 2,76 2,34 
Salmonella spp 0,00 0,00 0,00 1,34 1,82 1,94 2,15 2,12 2,24 2,30 2,17 
 
• PTFE 
Los resultados de la concentración bacteriana en AI en función del 
tiempo de lectura se muestran en el gráfico 3 (c). Donde E. coli mostró la 
menor concentración bacteriana a las 12 horas (2 log UFC/cm2) y la 
mayor a las 72 horas (2,93 log UFC/cm2) decreciendo a las 240 horas de 
incubación (2,74 log UFC/cm2). Para Salmonella spp. la menor 
concentración fue a las 12 horas (1,89 log UFC/cm2) y la mayor fue a las 
192 horas (2,27 log UFC/cm2). Para E. coli O157 la menor concentración 
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fue a las 12 horas (1,64 log UFC/cm2) y la mayor fue a las 192 horas de 
incubación (2,36 log UFC/cm2). En la tabla 12 se muestran todos los 
valores obtenidos en 240 horas de incubación.  
Tabla 12: Valores de los recuentos bacterianos (UFC/cm2) obtenidos en 240 h de 
incubación sobre PTFE, de E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp. aplicando la fórmula1. 
 Tiempo en horas 
Cepa 
0 3 6 12 24 48 72 96 144 192 240 
E coli. 0,00 0,00 0,00 2,00 2,23 2,76 2,93 2,80 2,87 2,77 2,74 
E. coli O157 0,00 0,00 0,00 1,64 2,00 2,19 2,27 2,32 2,27 2,40 2,36 
Salmonella spp 0,00 0,00 0,00 1,89 1,94 2,22 2,15 2,27 2,27 2,36 2,27 
 
Las Tablas 13 y 14 muestran los valores de concentración 
bacteriana en log UFC/cm2 obtenidos de la comparación de las cepas E. 
coli, E. coli O157 y Salmonella spp. a diferentes tiempos de lectura para 
las tres superficies estudiadas (AI, PEAD, PTFE).  
La formación de biopelículas de E. coli, Salmonella spp y E. coli 
O157 a 3°C durante 240 horas (tabla 13), mostró diferencias significativas 
en los promedios de los recuentos para E. coli en las superficies de AI y 
PEAD a las 48, 72, 96, 144 y 240 horas de incubación (p<0,05). 
En el desarrollo de biopelículas de E. coli, Salmonella spp y E. coli 
O157 a 3°C durante 240 horas sobre PTFE (tabla 14), E. coli mostró 
diferencias significativas en los promedios de recuentos a las 48, 72, 96, 




Tabla 13: Comparación del promedio de la concentración de E. coli, E. coli O157 y 
Salmonella spp. (UFC/cm2) incubados a 3°C en AI y PEAD. 
  Tiempo en horas 
Sup. Cepa 12 24 48 72 96 144 192 240 
AI 












































































































 P valor 0,11 0,052 0,008 0,005 0,004 0,012 0,08 0,03 
Promedio ± desvío estándar. Medias con una letra en diferente son significativamente 
diferentes (p<0,05) 
 
Tabla 14: Resultados de la comparación de E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp. 
incubados a 3°C y en PTFE. 
  Tiempo en horas 
























































 P 0,35 0,50 0,047 0,036 0,009 0,012 0,011 0,026 




Gráfico 3: Valores obtenidos a partir de los recuentos de E. coli, Salmonella spp y E. coli 










c. Incubación a 10°C de P. aeruginosa, Listeria spp, E. coli, 
E. coli O157 y Salmonella spp.  
• AI 
Los resultados de la concentración bacteriana en AI en función del 
tiempo de lectura se muestran en el gráfico 4 (a). Donde los valores 
obtenidos a las 3 horas de incubación se encontraron dentro del mismo 
ciclo logarítmico (2,00 log UFC/cm2). Salmonella spp. y E. coli mostraron 
las concentraciones bacterianas más bajas (2,04 y 2,34 log UFC/cm2 
respectivamente) y en contraposición, E. coli O157 mostró la mayor 
concentración (2,93 log UFC/cm2). A las 96 horas E. coli O157 llegó a la 
mayor concentración (5,29 log UFC/cm2). 
En la tabla 15 se muestran todos los valores obtenidos en 192 
horas de incubación. 
 
Tabla 15: Valores de los recuentos bacterianos (UFC/cm2) obtenidos en 192 h de 
incubación sobre AI, de E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp., P. aeruginosa y Listeria 
spp. aplicando la fórmula 1. 
 Tiempo en horas 
Cepa 
0 3 6 12 24 48 96 144 192 
E coli. 0,00 2,34 2,43 2,81 3,63 3,80 3,80 3,83 3,27 
E. coli O157 0,00 2,93 3,03 3,45 4,10 4,74 5,29 4,70 4,57 
Salmonella spp 0,00 2,04 2,19 2,44 3,06 3,89 4,10 3,68 3,43 
P. aeruginosa 0,00 2,46 2,89 3,15 4,46 4,04 5,18 5,24 5,23 






Los resultados de la concentración bacteriana en PEAD en función 
del tiempo de lectura se muestran en el gráfico 4 (b). Donde las 
concentraciones de E. coli y E. coli O157 (>3,26 log UFC/cm2) superaron 
los 3,00 log UFC/cm2. Las mayores concentraciones bacterianas las 
alcanzaron E. coli O157 y Salmonella spp. (6,20 y 6,02 log UFC/cm2 
respectivamente) a partir de las 48 horas.  
Listeria spp. y P. aeruginosa superaron los 5,00 log UFC/cm2 a 
partir de las 96 horas, al mismo tiempo, E. coli llegó a la mayor 
concentración (4,89 log UFC/cm2). En la tabla 16 se muestran todos los 
valores obtenidos en 192 horas de incubación. 
 
Tabla 16: Valores de los recuentos bacterianos (UFC/cm2) obtenidos en 192 h de 
incubación sobre PEAD, de E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp., P. aeruginosa y 
Listeria spp. aplicando la fórmula 1. 
 Tiempo en horas 
Cepa 
0 3 6 12 24 48 96 144 192 
E coli. 0,00 3,26 4,02 4,23 4,48 4,79 4,89 4,77 4,16 
E. coli O157 0,00 3,45 4,74 4,85 4,97 6,20 5,93 5,82 5,78 
Salmonella spp 0,00 2,05 3,46 4,57 4,91 6,02 5,50 5,50 5,21 
P. aeruginosa 0,00 2,90 2,90 3,84 4,30 5,11 5,74 5,56 5,45 
Listeria spp. 0,00 2,08 3,50 4,08 4,76 4,76 5,93 4,73 4,73 
 
• PTFE 
Los resultados de la concentración bacteriana en PTFE en función 
del tiempo de lectura se muestran en el gráfico 4. Donde las 
concentraciones de E. coli y E. coli O157 superaron los 3,00 log UFC/cm2 
(>3,26 log UFC/cm2. Las mayores concentraciones bacterianas fueron 
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para E. coli O157 y Salmonella spp. (6,25 y 6,06 log UFC/cm2 
respectivamente) a partir de las 48 horas. P. aeruginosa, Salmonella spp 
y E. coli O157 superaron los 5,00 log UFC/cm2 a partir de las 96 horas, al 
mismo tiempo, E. coli y Listeria spp. llegaron a la mayor concentración 
(4,92 y 4,95 log UFC/cm2 respectivamente). En la tabla 17 se muestran 
todos los valores obtenidos en 192 horas de incubación. 
 
Tabla 17: Valores de los recuentos bacterianos (UFC/cm2) obtenidos en 192 h de 
incubación sobre PTFE, de E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp., P. aeruginosa y 
Listeria spp. aplicando la fórmula 1. 
 Tiempo en horas 
Cepa 
0 3 6 12 24 48 96 144 192 
E coli. 0,00 3,26 3,74 4,23 4,23 4,86 5,00 4,92 4,57 
E. coli O157 0,00 3,43 4,87 5,02 5,02 6,25 6,05 5,91 5,94 
Salmonella spp 0,00 2,15 3,50 4,94 4,94 6,06 5,88 5,90 5,40 
P. aeruginosa 0,00 2,44 2,70 4,38 4,38 5,23 5,83 5,85 5,25 
Listeria spp. 0,00 2,19 3,55 4,10 4,23 4,73 4,95 4,91 4,58 
 
 
En la tabla 18 se muestra la comparación de los valores promedios 
de concentración bacteriana (log UFC/cm2) a diferentes tiempos de 




Gráfico 4: Valores obtenidos a partir de los recuentos de E. coli, E. coli O157, Listeria 











Tabla 18: Comparación de los valores promedios de concentración bact. (log UFC/cm2) a 
diferentes tiempos de lectura para las tres superficies estudiadas, incubadas a 10°C. 
  Tiempo en horas 
Sup
. Cepa 3 6 12 24 48 96 144 192 
AI 






















































































P valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
PE
AD 






















































































P valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
PT 
FE 






















































































P valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 




El desarrollo de biopelículas a 10°C presentó diferencias 
significativas (p<0,001) en los promedios de los recuentos bacterianos, en 
todos los tiempos de lectura y en todas las superficies estudiadas.  
d. P. aeruginosa, Listeria spp, E. coli, E. coli O157 y 
Salmonella spp. a 25°C. 
• AI 
Los resultados de la concentración bacteriana en AI en función del 
tiempo de lectura se muestran en el gráfico 5. Donde la mayor 
concentración a las 3 horas fue de E. coli O157 (5,03 log UFC/cm2), 
seguido por P. aeruginosa (4,44 log UFC/cm2) y E. coli con 3,60 log 
UFC/cm2.  
La mayor concentración bacteriana fue de E. coli O157 (7,92 log 
UFC/cm2) a las 36 horas, seguido por E. coli (6,73 log UFC/cm2), P. 
aeruginosa (5,93 log UFC/cm2) y Salmonella spp. (5,91 log UFC/cm2). 
Listeria spp. alcanzó la mayor concentración a las 48 horas (7,00 log 
UFC/cm2). En la tabla 19 se muestran todos los valores obtenidos en 72 
horas de incubación. 
Tabla 19: Valores de los recuentos bacterianos (UFC/cm2) obtenidos en 72 h de 
incubación sobre AI, de E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp., P. aeruginosa y Listeria 
spp. aplicando la fórmula 1. 
 Tiempo en horas 
Cepa 0 3 6 12 24 36 48 60 72 
E coli. 0,00 3,60 3,82 5,01 6,24 6,73 5,88 5,32 4,70 
E. coli O157 0,00 5,03 6,20 6,20 6,73 7,92 6,87 5,86 4,56 
Salmonella spp 0,00 2,80 2,82 4,40 4,99 5,91 5,89 4,93 3,78 
P. aeruginosa 0,00 4,44 4,53 4,92 4,93 5,93 5,27 4,72 3,90 




Los resultados de la concentración bacteriana en AI en función del 
tiempo de lectura se muestran en el gráfico 5. Donde la mayor 
concentración a las 3 horas fue de P. aeruginosa (5,04 log UFC/cm2) 
seguida por E. coli O157 (5 log UFC/cm2). La mayor concentración 
bacteriana fue alcanzada por E. coli O157 (7,77 log UFC/cm2) a las 48 
horas, seguido por E. coli (7,63 log UFC/cm2). P. aeruginosa, Listeria spp 
y Salmonella spp. no superaron el valor de 6,81 log UFC/cm2. En la tabla 
20 se muestran todos los valores obtenidos en 72 horas de incubación. 
 
Tabla 20: Valores de los recuentos bacterianos (UFC/cm2) obtenidos en 72 h de 
incubación sobre PEAD, de E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp., P. aeruginosa y 
Listeria spp. aplicando la fórmula 1. 
 Tiempo en horas 
Cepa 
0 3 6 12 24 36 48 60 72 
E coli. 0,00 4,96 5,16 5,76 6,01 6,62 7,63 7,24 6,85 
E. coli O157 0,00 5,00 5,61 5,55 6,44 6,89 7,77 7,12 6,99 
Salmonella spp 0,00 4,31 4,55 4,64 5,53 6,11 6,81 6,28 5,97 
P. aeruginosa 0,00 5,04 5,31 5,85 5,52 5,89 6,28 6,11 6,11 




Los resultados de la concentración bacteriana en AI en función del 
tiempo de lectura se muestran en el gráfico 5. Donde la mayor 
concentración a las 3 horas fue de E. coli O157 (5,08 log UFC/cm2) 
seguida por E. coli (5,04 log UFC/cm2). Las mayores concentraciones 
bacterianas fueron alcanzadas a las 48 horas por E. coli O157 (7,79 log 
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UFC/cm2) y E. coli (7,48 log UFC/cm2). P. aeruginosa y Salmonella spp. 
no alcanzaron el valor de 6,00 log UFC/cm2. Listeria spp. alcanzó la 
mayor concentración a las 48 horas (6,13 log UFC/cm2). En la Tabla 21 se 
muestran todos los valores obtenidos en 72 horas de incubación. 
 
Tabla 21: Valores de los recuentos bacterianos (UFC/cm2) obtenidos en 72 h de 
incubación sobre PTFE, de E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp., P. aeruginosa y 
Listeria spp. aplicando la fórmula 1. 
 Tiempo en horas 
Cepa 
0 3 6 12 24 36 48 60 72 
E coli. 0,00 5,04 5,26 5,74 6,48 7,09 7,40 7,00 6,77 
E. coli O157 0,00 5,08 5,55 5,08 6,60 7,17 7,79 7,45 6,80 
Salmonella spp 0,00 4,44 4,92 4,19 5,53 5,55 5,55 5,36 4,74 
P. aeruginosa 0,00 4,97 5,29 5,26 5,45 5,70 5,70 5,58 5,87 






Gráfico 5: Valores obtenidos a partir de los recuentos de E. coli, E. coli O157, Listeria 










Tabla 22: Comparación de los valores promedios de concentración bacteriana (log 
UFC/cm2) a diferentes tiempos de lectura para las tres superficies estudiadas incubadas 
a 25°C. 
  Tiempo en horas 
 Cepa 3 6 12 24 36 48 60 72 
AI 






















































































































































































































































































P valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 




El desarrollo de biopelículas a 25°C presentó diferencias significativas 
(p<0,001) en los promedios de los recuentos bacterianos, en todos los 
tiempos de lectura y en todas las superficies estudiadas. 
ii. Aplicación de la ecuación de Gompertz a los datos 
experimentales.  
 A continuación se presenta el ajuste de los datos experimentales al 
modelo de Gompertz de E. coli, E. coli O157, Listeria spp. P. aeruginosa, 
Salmonella spp. que formaron biopelículas en las superficies de AI, PEAD 
y PTFE, a las temperaturas de 3, 10 y 25°C. Para realizar el ajuste de los 
datos al modelo propuesto, se utilizaron los promedios de los recuentos 
obtenidos a diferentes tiempos de incubación.  
 La aplicación de este modelo se realizó con el fin de calcular los 
parámetros cinéticos µ (velocidad específica de crecimiento) y MPD 
(máxima densidad poblacional microbiana) en la formación de 
biopelículas a partir de las especies microbianas antes mencionadas en 
diferentes temperaturas y superficies. 
a. Aplicación de la ecuación de Gompertz a P. aeruginosa 
y Listeria spp a 3°C, incubadas 192 horas. 
 Los resultados de los parámetros derivados μ y MPD resultaron 
muy similares en las tres superficies.   
P. aeruginosa mostró los valores más altos de μ en AI y PTFE 
(0,17 Log [(UFC/cm2)/días]). Para MPD se observó el mismo valor en las 
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tres superficies (2,51 Log UFC/cm2). Listeria spp., mostró el mayor valor 
de μ en PTFE (0,11 Log [(UFC/cm2)/días] y en MPD el mayor valor fue de 
2,53 Log UFC/cm2). En AI, Listeria spp. no se ajustó a la ecuación. Los 
valores de μ y MPD, se describen en tabla 23. 
Tabla 23: Parámetros derivados de la ecuación de Gompertz obtenidos del promedio de 
los recuentos de P. aeruginosa y Listeria spp. a 3°C y en AI, PEAD y PTFE. 
 Parámetros Derivados 




AI 0,17 ± 0,01 2,51 ± 2,32 
PEAD 0,13 ± 0,04 2,51 ± 0,90 
PTFE 0,17 ± 0,13 2,51 ± 1,31 
Listeria  
spp. 
AI ----- ----- 
PEAD 0.10 ± 0,02 2,53 ± 1,80 
PTFE 0.11 ± 0,04 2,49 ± 1,04 
  
 En el gráfico 6 se muestran las curvas obtenidas con la aplicación 
de la ecuación de Gompertz a los promedios de los recuentos en log 
UFC/cm2 de las biopelículas de P. aeruginosa y Listeria spp. en las tres 




Gráfico 6: Aplicación de la ecuación de Gompertz a el promedio de los recuentos 
obtenidos para P. aeruginosa en AI (a), P. aeruginosa y Listeria spp. en PEAD (b) y P. 
aeruginosa y Listeria spp. en PTFE (c) incubadas a 3°C. 
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b. Aplicación de la ecuación de Gompertz a E. coli, E. coli 
O157 y Salmonella spp. a 3°C 
 Los valores más altos de μ y MPD en las tres superficies los mostró 
E. coli (en AI μ=0,04 Log [(UFC/cm2)/días] y en PTFE MPD=2,42 Log 
[UFC/cm2]). Fue el único microorganismo que se obtuvieron valores de los 
parámetros derivados en las tres superficies. Los dos microorganismos 
restantes ajustaron en PTFE (E. coli O157) y PEAD (Salmonella spp.) 
(Tabla 24). 
Tabla 24: Parámetros derivados de la ecuación de Gompertz obtenidos del promedio de 
los recuentos de E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp. a 3°C y en AI, PEAD y PTFE. 
 Parámetros Derivados 
T° Cepa Sup. μ Log (UFC/cm2)/d-1 MPD Log UFC/cm2 
3°C 
E. coli 
AI 0,02 ± 0,01 2,36 ± 0,92 
PEAD 0,04 ± 0,02 2,37 ± 0,40 
PTFE 0,02 ± 0,01 2,42 ± 1,19 
E. coli 
O157 
AI ---- ---- 
PEAD ---- ---- 
PTFE 0,02 ± 0,01 2,02 ± 0,60 
Salmonella 
spp. 
AI ---- ---- 
PEAD 0,03 ± 0,01 1,82 ± 0,75 
PTFE ---- ---- 
 
 En el gráfico 7 se muestran las curvas obtenidas con la aplicación 
del modelo de Gompertz a los promedios de los recuentos expresados en 
log UFC/cm2 de las biopelículas de E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp. 




Gráfico 7: Aplicación de la ecuación de Gompertz a el promedio de los recuentos 
obtenidos para E. coli en AI (a), E.coli y Salmonella spp en PEAD (b) y E. coli, E. coli 
O157 en PTFE (c) a 3°C. 
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c. Aplicación de la ecuación de Gompertz a E. coli, E. coli 
O157, Listeria spp, P. aeruginosa y Salmonella spp. a 
10°C. 
  En PEAD se obtuvo el valor más alto de μ y fue para E. coli O157 
(0,18 Log [(UFC/cm2)/días]), seguido por E. coli (0,17 Log 
[(UFC/cm2)/días] /días).  Los máximos valores de MPD se encontraron 
también en la misma superficie (E. coli O157 con 5,49 Log UFC/cm2, E. 
coli y Salmonella spp. con 5,27 Log UFC/cm2). En el caso de P. 
aeruginosa no ajustó al modelo en ninguna de las tres superficies (Tabla 
25).  
Tabla 25: Parámetros derivados de la ecuación de Gompertz obtenidos del promedio de 
los recuentos de E. coli, E. coli O157, Listeria spp, P. aeruginosa y Salmonella spp. a 
10°C y en AI, PEAD y PTFE. 
 Parámetros Derivados 
T° Cepa Sup. μ Log (UFC/cm2)/d-1 MPD Log UFC/cm2 
10°C 
E. coli 
AI 0,08 ± 0,01 3,29 ± 2,07 
PEAD 0,17 ± 0,04 5,27 ± 2,84 
PTFE 0,10 ± 0,03 4,45 ± 1,46 
E. coli 
O157 
AI 0,12 ± 0,03 4,41 ± 1,74 
PEAD 0,18 ± 0,02 5,49 ± 2,80 
PTFE 0,10 ± 0,03 4,45 ± 1,46 
Listeria 
spp. 
AI 0,06 ± 0,02 5,13 ± 1,80 
PEAD 0,11 ± 0,02 4,35 ± 1,20 
PTFE ---- ---- 
Salmonella 
spp. 
AI 0,11 ± 0,06 3,43 ± 1,84 
PEAD 0,17 ± 0,03 5,27 ± 1,23 





 En el gráfico 8 se muestran las curvas obtenidas con la aplicación 
del modelo de Gompertz a los promedios de los recuentos expresados en 
log UFC/cm2 de las biopelículas de E. coli, E. coli O157, Listeria spp, P. 
aeruginosa y Salmonella spp en las tres superficies a 10°C.  
d. Aplicación de la ecuación de Gompertz a E. coli, E. coli 
O157, Listeria spp, P. aeruginosa y Salmonella spp. a 
25°C. 
 Cuatro cepas ajustaron al modelo sobre AI (E. coli, E. coli O157, 
Listeria spp. y Salmonella spp.), el mayor valor de μ fue de 1,33 Log 
[(UFC/cm2)/días] para E. coli y en MPD fue el de E. coli O157 (4,41 Log 
UFC/cm2). En PEAD ajustaron al modelo E. coli, E. coli O157 y P. 
aeruginosa. Los valores más altos fueron: en μ, P. aeruginosa (1,23 Log 
[(UFC/cm2)/días]) y en MPD, E. coli O157 (6,96 Log UFC/cm2). En PTFE 
ajustaron E. coli y E. coli O157 donde la última mostró los valores más 




Gráfico 8: Aplicación de la ecuación de Gompertz a el promedio de los recuentos 
obtenidos para E. coli, E. coli O157, Listeria spp. y Salmonella spp. en AI (a) y PEAD (b) 
y E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp. PTFE (c) a 10°C en AI. 
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Tabla 26: Parámetros derivados de la ecuación de Gompertz obtenidos del promedio de 
los recuentos de E. coli, E. coli O157, Listeria spp, P. aeruginosa y Salmonella spp. a 
25°C. 
 Parámetros Derivados 
T° Cepa Sup. μ [Log (UFC/cm2)/días] MPD [Log UFC/ cm2]. 
25°C 
E. coli 
AI 1,33 ± 0,59 5,71 ± 1,81 
PEAD 0,11 ± 0,09 5,71 ± 2,31 
PTFE 0,12 ± 0,03 7,02 ± 2,80 
E. coli 
O157 
AI 0,11 ± 0,05 6,69 ± 1,60 
PEAD ---- ---- 
PTFE ---- ---- 
Listeria 
spp. 
AI 0,22 ± 0,20 4,99 ± 1,71 
PEAD ---- ---- 
PTFE ---- ---- 
P. 
aeruginosa 
AI 1,23 ± 0,11 4,99 ± 2,78 
PEAD ---- ---- 
PTFE ---- ---- 
Salmonella 
spp. 
AI 0,29 ± 0,10 4,75 ± 1,76 
PEAD ---- ---- 
PTFE ---- ---- 
 
 En el gráfico 9 se muestran las curvas obtenidas con la aplicación 
del modelo de Gompertz a los promedios de los recuentos expresados en 
log UFC/cm2 de las biopelículas de E. coli, E. coli O157, Listeria spp, P. 




Gráfico 9: Aplicación de la ecuación de Gompertz a el promedio de los recuentos 
obtenidos para E. coli, E. coli O157, Listeria spp. y Salmonella spp en AI (a), E. coli, E. 
coli O157 y P. aeruginosa en PEAD (b) y E. coli y E. coli O157 a 25°C. 
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e. Aplicación de la ecuación de Gompertz al promedio de 
los recuentos de E. coli a tres temperaturas en AI.  
 Con el objetivo de mostrar como influyeron las diferentes 
temperaturas en las curvas de modelado se realizó una simulación 
empleando los datos experimentales de E. coli obtenidos en las tres 
temperaturas y en una misma superficie (AI). Se tuvo en cuenta que el 
tiempo utilizado en todos los estudios fue diferente, por lo que se decidió 
utilizar el tiempo más largo de incubación (240 horas). Se realizó el 
modelado y los resultados se muestran en el gráfico 10.  
 
Gráfico 10: Aplicación de la ecuación de Gompertz a el promedio de los recuentos 






















     
     
      
      
      
 
- E. coli a 25°C, - E. coli a 10°C y - E. coli a 3°C. 
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iii. Tinciones de superficies 
A continuación se muestran las tres superficies representando cada 
categoría: a) sin coloración, b) tinción difusa y c) tinción total de la 
superficie, en AI (foto 18), PEAD (foto 19) y PTFE (foto 20). 
Foto 18: Superficies de AI, a) sin coloración, b) tinción difusa y c) tinción total de la 
superficie. 
(a) (b) (c) 
   
 
Foto 19: Superficies de PEAD, a) sin coloración, b) tinción difusa y c) tinción total de la 
superficie. 
(a) (b) (c) 
   
 
Foto 20: Superficies de PTFE, a) sin coloración, b) tinción difusa y c) tinción total de la 
superficie. 
(a) (b) (c) 




       
a. Tinción de superficies con P. aeruginosa y Listeria spp. 
incubadas a 3°C. 
En la Tabla 27, la categoría 1 (color celeste) se observó a las 3 
horas de incubación en Listeria spp (1,89 log UFC/cm2). La coloración no 
fue completa en ninguna de las superficies, a pesar que se obtuvieron 
recuentos de 3,09 log UFC/cm2 (Listeria spp. a las 192 horas).  
Tabla 27: Resultado de la tinción de superficie a 3°C. 
  Tiempo en horas 




AI 0 0 0 1 1 1 1 1 1 
PEAD 0 0 1 1 1 1 1 1 1 
PTFE 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
Listeria 
spp 
AI 0 0 0 1 1 1 1 1 1 
PEAD 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
PTFE 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
Categoría 0= sin colorante (Blanco), categoría 1=Teñido difuso (Celeste) 
El 80% de la superficie presenta teñido difuso (categoría 1), 
mientras que el 20% permanece sin coloración (categoría 0). 
b. Tinción de superficies con E. coli, E. coli O157 y 
Salmonella spp. a 3°C. 
En la tabla 28, la categoría 1 (color celeste) se observó a las 12 
horas de incubación en E. coli (1,82 log UFC/cm2) en AI. E. coli O157 se 
observó la presencia de color a las 24 horas en PEAD y PTFE y a las 48 
horas en AI. Para Salmonella spp. la tinción se observó a las 12 horas en 




Tabla 28: Resultado de la tinción de superficie a 3°C. 
  Tiempo en horas 
Temperatura Cepas Superficie 0 12 24 48 72 96 144 192 240 
3°C 
E. coli 
AI 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
PEAD 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
PTFE 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
E. coli 
O157 
AI 0 0 0 1 1 1 1 1 1 
PEAD 0 0 1 1 1 1 1 1 1 
PTFE 0 0 1 1 1 1 1 1 1 
Salmonella 
spp 
AI 0 0 1 1 1 1 1 1 1 
PEAD 0 0 1 0 1 1 1 1 1 
PTFE 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
Categoría 0= sin colorante (Blanco), categoría 1=Teñido difuso (Celeste) 
El 82,4% de la superficie presenta teñido difuso, mientras que el 
17,6% permanece sin coloración. 
c. Tinción de superficies con E. coli, E. coli O157, 
Salmonella spp., P. aeruginosa y Listeria spp. a 10°C. 
 
En la Tabla 29, la categoría 1 (color celeste) se observó a las 3 
horas de incubación en las cinco cepas estudiadas. Donde el menor valor 
observado fue de 2,04 log UFC/cm2 para Salmonella spp. La categoría 2 
(color azul) se observó a partir de una concentración de 3,84 log 
UFC/cm2. 
d. Tinción de superficies con E. coli, E. coli O157, 
Salmonella spp., P. aeruginosa y Listeria spp.  a 25°C. 
En la tabla 30, la categoría 1 (color celeste) se observó a las 3 
horas en las cinco cepas estudiadas. El menor valor obtenido fue de 2,80 
log UFC/cm2 (Salmonella spp. y Listeria spp.). La categoría 2 (color azul) 




Tabla 29: Resultado de la tinción de superficie a 10°C. 
  Tiempo en horas 
Temperatura Cepas Superficie 0 3 6 12 24 48 96 144 192 
10°C 
E. coli 
AI 0 1 1 1 1 2 2 2 2 
PEAD 0 1 1 1 1 2 2 2 2 
PTFE 0 1 1 1 1 2 2 2 2 
E. coli 
O157 
AI 0 1 1 1 1 2 2 2 2 
PEAD 0 1 2 2 2 2 2 2 2 
PTFE 0 1 2 2 2 2 2 2 2 
Salmonell
a spp. 
AI 0 1 1 1 1 2 2 2 2 
PEAD 0 1 1 2 2 2 2 2 2 
PTFE 0 1 1 2 2 2 2 2 2 
Listeria 
spp 
AI 0 1 1 1 2 2 2 2 2 
PEAD 0 1 1 2 2 2 2 2 2 




AI 0 1 1 1 2 2 2 2 2 
PEAD 0 1 1 1 2 2 2 2 2 
PTFE 0 1 1 2 2 2 2 2 2 
Categoría 0= sin colorante (Blanco), categoría 1=Teñido difuso (Celeste), categoría 
2=Teñido total (Azul). 
 
El total de tinciones realizadas en este trabajo fue de 135. El 
11,11% no presentó tinción (n=15), el 25,19% presentó tinción de 




Tabla 30: Resultado de la tinción de superficie a 25°C. 
  Tiempo en horas 
Temperatura Cepas Superficie 0 3 6 12 24 36 48 60 72 
25°C 
E. coli 
AI 0 1 1 2 2 2 2 2 2 
PEAD 0 2 2 2 2 2 2 2 2 
PTFE 0 2 2 2 2 2 2 2 2 
E. coli 
O157 
AI 0 2 2 2 2 2 2 2 2 
PEAD 0 2 2 2 2 2 2 2 2 
PTFE 0 2 2 2 2 2 2 2 2 
Salmonell
a spp. 
AI 0 1 1 1 2 2 2 2 2 
PEAD 0 2 2 2 2 2 2 2 2 
PTFE 0 2 2 2 2 2 2 2 2 
Listeria 
spp 
AI 0 1 1 1 1 2 2 2 2 
PEAD 0 2 2 2 2 2 2 2 2 




AI 0 2 2 2 2 2 2 2 2 
PEAD 0 2 2 2 2 2 2 2 2 
PTFE 0 2 2 2 2 2 2 2 2 
Categoría 0= sin colorante (Blanco), categoría 1=Teñido difuso (Celeste), categoría 
2=Teñido total (Azul). 
El total de tinciones realizadas en este trabajo fue de 135. El 
11,11% no presentó tinción (n=15), el 6,67% presentó tinción de categoría 
1 (n=9) y el 82,22% (n=111) se ubicó en la categoría 2. 
En la tabla 31 se muestra una vista general de las tablas 26, 27, 28 
y 29. Se puede observar que el cambio de categoría (color) está 
relacionado con el crecimiento de la biopelículas en las superficies en las 




Tabla 31: Vista general de las 4 tablas con la lectura de superficie hasta las 48 horas.1) 
E. coli, E. coli O157 y Salmonella spp. a 3°C y P. aeruginosa y Listeria spp. a 3°C. 2) E. 
coli, E. coli O157, Salmonella spp., P. aeruginosa y Listeria spp. a 10°C. 3) E. coli, E. coli 
O157, Salmonella spp., P. aeruginosa y Listeria spp. a 25°C.  
 
 
Categoría 0= sin colorante (Blanco), categoría 1=Teñido difuso (Celeste), categoría 
2=Teñido total (Azul). 
 
A continuación se presenta el resumen del porcentaje de 
categorías según la temperatura de incubación, para 3, 10 y 25°C en las 
primeras 48 horas (Tabla 32). 
Tabla 32: Resumen del porcentaje de categorías según la temperatura de incubación. 
 Categoría (n;%)  
Temperatura 0  1 2 p* 
3°C 27 (17,00) 135 (83,00)   0 (0,00) 
>0,05 10°C 15 (11,11) 34 (25,19)   86 (63,70) 
25°C 15 (11,11) 9 (6,67) 111 (82,22) 
*Prueba de Chi cuadrado 
  
1 
0 1 1 1 1 1 
0 1 1 1 1 1 
0 1 1 1 1 1 
0 0 0 1 1 1 
0 0 1 1 1 1 
0 0 1 1 1 1 
0 0 1 1 1 1 
0 0 1 0 1 1 
 
1 1 1 1 1 
0 0 0 1 1 1 
0 0 1 1 1 1 
0 1 1 1 1 1 
0 0 0 1 1 1 
0 1 1 1 1 1 
0 1 1 1 1 1 
 
3 
0 2 2 2 3 4 
0 2 3 3 3 4 
0 2 3 3 3 4 
0 2 2 2 3 4 
0 3 4 4 4 4 
0 3 4 4 4 4 
0 1 1 1 2 4 
0 1 3 4 4 4 
0 1 3 4 4 4 
0 2 2 3 4 4 
0 1 3 4 4 4 
0 2 4 4 4 4 
0 2 3 3 4 4 
0 2 3 3 4 4 
0 2 2 4 4 4 
 
4  
1 3 3 4 4 4 
0 4 4 4 4 4 
0 4 4 4 4 4 
0 4 4 4 4 4 
0 4 4 4 4 4 
0 4 4 4 4 4 
0 2 3 4 4 4 
0 4 4 4 4 4 
0 4 4 4 4 4 
0 2 3 3 3 4 
0 4 4 4 4 4 
0 4 4 4 4 4 
0 4 4 4 4 4 
0 4 4 4 4 4 





iv. Aplicación de tres protocolos de Limpieza - Desinfección.  
 
a. Protocolo 1 (detergente neutro y solución de hipoclorito de 
sodio 400 ppm). como desinfectante.   
• Superficies incubadas a 3°C para P. aeruginosa, Listeria spp, E. 
coli, E. coli O157 y Salmonella spp. En la tabla 32 se expresan los 
resultados de los recuentos bacterianos (en UFC/0,1 ml) post 
aplicación del protocolo 1.  
 
Tabla 33 : Resultados obtenidos de los recuentos bacterianos post aplicación del 




E. coli E. coli O157 Listeria spp. P. aeruginosa 
Placa 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
AI 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
PEAD 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Te- 
flón 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
En la tabla 33 se registró la presencia de una colonia bacteriana en 
la superficie de AI (color amarillo), en el ensayo de E. coli O157. El 
aislamiento obtenido, fue estudiado mediante pruebas bioquímicas y 
serológicas, obteniéndose resultados negativos a Salmonella spp, E. coli, 
E. coli O157, Listeria spp y P. aeruginosa. Se aplicó la fórmula 1 utilizando 
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el número de colonias obtenidas (una colonia) en las diez placas 
sembradas, por la dilución cinco mililitros, dividido la suma de las cinco 
superficies hisopadas (11,25 cm2). El resultado obtenido fue de 4,44 
UFC/cm2. En las superficies de PEAD y PTFE no se observó desarrollo 
bacteriano. 
• Superficies incubadas a 10°C para P. aeruginosa, Listeria spp, E. 
coli, E. coli O157 y Salmonella spp. En la tabla 33 se expresan los 
resultados de los recuentos bacterianos (en UFC/0,1 ml) post 
aplicación del protocolo 1. 
Tabla 34: Resultados obtenidos en los recuentos bacterianos post aplicación del 
protocolo 1 en AI, PEAD y PTFE a 10°C. 
Cepa Salmonella 
spp. 
E. coli E. coli O157 Listeria spp. P.aeruginosa 
Placa 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
AI 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
PEAD 
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Te- 
flón 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
En la tabla 34 se registró la presencia de una colonia bacteriana 
sobre la superficie de AI en el ensayo de P. aeruginosa. En PEAD se 
registró la presencia de una colonia en el ensayo de E. coli y una colonia 
en el ensayo de P. aeruginosa. Los aislamientos obtenidos, fueron 
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negativos a las cinco cepas estudiadas. Se aplicó la fórmula 1 y en la 
superficie que se aisló cada colonia, el valor fue de 4,44 UFC/cm2. En la 
superficie de PTFE no se observó desarrollo bacteriano. 
• Superficies incubadas a 25°C para P. aeruginosa, Listeria spp, E. 
coli, E. coli O157 y Salmonella spp. En la tabla 34 se expresan los 
resultados de los recuentos bacterianos (en UFC/0,1 ml) post 
aplicación del protocolo 1.  
Tabla 35: Resultados obtenidos en los recuentos bacterianos post aplicación del 
protocolo 1 en AI, PEAD y PTFE a 25°C. 
Cepa Salmonella 
spp. 
E. coli E. coli O157 Listeria spp. P.aeruginosa 
Placa 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
AI 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
PEAD 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Te- 
flón 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
En la tabla 35 se registró la presencia de una colonia en el ensayo de E. 
coli y una colonia en el ensayo de P. aeruginosa en la superficie de AI. En 
PEAD se observaron los mismos resultados que en AI pero en diferentes 
ensayos (E. coli O157 y Listeria spp). En PTFE se registró 1 colonia en el 
ensayo de E. coli. Los aislamientos obtenidos fueron negativos a las cinco 
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cepas estudiadas. Se aplicó la Fórmula 1 y en cada una de las superficies 
que se aislaron microorganismos el valor fue de 4,44 UFC/cm2.  
b. Protocolo 2 (catolito 50% y agua electroativada al 100%).  
• Superficies incubadas a 3°C para P. aeruginosa, Listeria spp, E. 
coli, E. coli O157 y Salmonella spp. En la tabla 35 se expresan los 
resultados de los recuentos bacterianos (en UFC/0,1 ml) post 
aplicación del protocolo 2.  
 
Tabla 36: Resultados obtenidos de los recuentos bacterianos post aplicación del 
protocolo 2 en AI, PEAD y PTFE a 3°C. 
Cepa Salmonella 
spp. 
E. coli E. coli O157 Listeria spp. P.aeruginosa 
Placa 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
AI 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
PEAD 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Te- 
flón 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
En la tabla 36 se registró la presencia de una colonia en la 
superficie de PEAD en el ensayo de E. coli. Para AI y PTFE, no se 
observó desarrollo bacteriano. El aislamiento obtenido fue negativo a las 
cinco cepas estudiadas. Se aplicó la Fórmula 1 y en la superficie que se 
aisló el microorganismo el valor fue de 4,44 UFC/cm2. 
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• Superficies incubadas a 10°C para P. aeruginosa, Listeria spp, E. 
coli, E. coli O157 y Salmonella spp. En la tabla 36 se expresan los 
resultados de los análisis microbiológicos (UFC/0,1 ml) post 
aplicación del protocolo 2. 
Tabla 37: Resultados obtenidos de los recuentos bacterianos post aplicación del 
protocolo 2 en AI, PEAD y PTFE a 10°C. 
Cepa Salmonella 
spp. 
E. coli E. coli O157 Listeria spp. P.aeruginosa 
Placa 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
AI 
0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
PEAD 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Te- 
flón 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
En la tabla 37 se registró la presencia de una colonia en el ensayo 
de E. coli y 1 en el ensayo de Listeria spp. sobre la superficie de AI. En 
PEAD se registró una colonia en el ensayo de E. coli y otra en el de P. 
aeruginosa. Lo mismo sucedió en PTFE, donde las presencias fueron en 
los ensayos de Salmonella spp. y E. coli. Los aislamientos obtenidos 
fueron negativos a las 5 cepas estudiadas. Se aplicó la Fórmula 1 y en la 
superficie que se aisló el microorganismo el valor fue de 4,44 UFC/cm2.  
• Superficies incubadas a 25°C para P. aeruginosa, Listeria spp, 
E.coli, E.coli O157 y Salmonella spp. En la tabla 37 se expresan los 
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resultados de los análisis microbiológicos (UFC/0,1 ml) post 
aplicación del protocolo 2.  
Tabla 38: Resultados obtenidos de los recuentos bacterianos post aplicación del 
protocolo 2, en AI, PEAD y PTFE a 25 °C. 
Cepa Salmonella 
spp. 
E. coli E. coli O157 Listeria spp. P.aeruginosa 
Placa 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
AI 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
PE 
AD 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Te- 
flón 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
En la tabla 38 no se registró desarrollo bacteriano en AI. En PEAD 
se observó una colonia en el ensayo de Salmonella spp. y una colonia en 
el de Listeria spp. En PTFE, se observó una colonia en el ensayo de 
Salmonella spp. y una en el de E. coli O157. Los aislamientos obtenidos, 
fueron negativos a las cinco cepas estudiadas. Se aplicó la Fórmula 1 y 
en la superficie que se aisló el microorganismo el valor fue de 4,44 
UFC/cm2. 
c. Protocolo 3 (detergente alcalino y la solución de ácido 
acético 2000 ppm). 
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• Superficies incubadas a 3°C para P. aeruginosa, Listeria spp, E. 
coli, E. coli O157 y Salmonella spp. En la tabla 38 se expresan los 
resultados de los análisis microbiológicos (UFC/0,1 ml) post 
aplicación del protocolo 3. 
Tabla 39: Resultados obtenidos de los recuentos bacterianos post aplicación del 
protocolo 3 en AI, PEAD y PTFE a 3°C. 
Cepa Salmonella 
spp. 
E. coli E. coli O157 Listeria spp. P.aeruginosa 
Placa 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
AI 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
PE 
AD 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Te- 
flón 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
En la tabla 39 no se registró desarrollo bacteriano. 
• Superficies incubadas a 10°C para P. aeruginosa, Listeria spp, E. 
coli, E. coli O157 y Salmonella spp. En la tabla 39 se expresan los 
resultados de los análisis microbiológicos (UFC/0,1 ml) post 




Tabla 40: Resultados obtenidos de los recuentos bacterianos post aplicación del 
protocolo 3, de AI, PEAD y PTFE a 10°C. 
Cepa Salmonella 
spp. 
E. coli E. coli O157 Listeria spp. P.aeruginosa 
Placa 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
AI 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
PEAD 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Te- 
flón 
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
En la tabla 40 no se observó desarrollo bacteriano en la superficie de AI. 
Para PEAD la presencia una colonia se observó en el ensayo de E. coli. 
En PTFE la presencia de una colonia observó en el ensayo de E. coli 
O157. Los aislamientos, fueron negativos a las cinco cepas estudiadas. 
Se aplicó la Fórmula 1 y en la superficie que se aisló el microorganismo el 
valor fue de 4,44 UFC/cm2. 
• Superficies incubadas a 25°C para P. aeruginosa, Listeria spp, E. 
coli, E. coli O157 y Salmonella spp. En la tabla 40 se expresan los 
resultados de los análisis microbiológicos (UFC/0,1 ml) post 




Tabla 41: Resultados obtenidos de los recuentos bacterianos post aplicación del 
protocolo 3 en AI, PEAD y PTFE a 25°C. 
Cepa Salmonella 
spp. 
E. coli E. coli O157 Listeria spp. P.aeruginosa 
Placa 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
AI 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
PEAD 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Te- 
flón 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
En la tabla 41 se registró la presencia de una colonia en el ensayo 
de Listeria spp. En PEAD no se observó desarrollo bacteriano. En PTFE 
la presencia de una colonia se observó en el ensayo de E. coli. Los 
aislamientos, fueron negativos a las cinco cepas estudiadas. Se aplicó la 
Fórmula 1 y en la superficie que se aisló el microorganismo el valor fue de 
4,44 UFC/cm2. 
 
Resultados obtenidos de las tinciones de superficies: Los resultados 





i. Desarrollo de biopelículas  
En este trabajo todas las cepas (E. coli, E. coli O157, Listeria spp, 
P. aeruginosa y Salmonella spp.) produjeron biopelículas en las diferentes 
superficies (AI, PEAD y PTFE) y en las 3 temperaturas experimentadas 
(3, 10 y 25°C).  
A 3°C de temperatura, las cepas de Listeria spp. y P. aeruginosa se 
adhirieron a las 3 superficies a las 3 horas de incubación y formaron 
biopelículas cuya mayor concentración fue de 2,99 y 3,08 log UFC/cm2 a 
las 192 horas (8 días). Este resultado indicaría que muchas de las cepas 
aisladas de las superficies que están en contacto con los alimentos y en 
alimentos pueden producir biopelículas. Para que esto se cumpla las 
superficies deben ofrecer las condiciones extrínsecas necesarias. 
Villanueva y col. (2017), trabajaron sobre 14 cepas de Listeria 
monocytogenes aisladas de queso y comprobaron que el 64,5% 
produjeron biopelículas. Di Bonaventura y col. (2008), obtuvieron 
biopelículas de 44 cepas de Listeria monocytogenes a 4°C en AI, plástico 
y vidrio, obteniendo una diferencia significativa en el vidrio. Moltz y col. 
(2005), informaron una concentración de 105 UFC/6,45 cm2 en AI a 4°C 
durante 4 días. Los valores promedio de la concentración bacteriana de 
Listeria spp. y P. aeruginosa a 3°C durante 192 horas, no mostraron 
diferencias significativas (p>0,05) en las superficies de AI, PEAD y PTFE 
Con la aplicación de la ecuación de Gompertz a Listeria spp y P. 
aeruginosa se observó que P. aeruginosa se ajustó al modelo empleado 
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en las tres superficies, produciendo el mayor valor de 𝜇𝜇. En las superficies 
de PEAD y PTFE se obtuvieron resultados muy similares, observándose 
la diferencia más importante en la superficie de AI, ya que Listeria spp. no 
se ajustó a la ecuación utilizada. El porcentaje de cepas que se ajustaron 
a la ecuación fue del 86,60%. Estos resultados se justificarían debido a 
que P. aeruginosa y Listeria spp. son microorganismos que resisten 
cambios extremos en el medio ambiente, ya sea biótico o abiótico, y están 
dotados con la capacidad de producir biopelículas (Copes y col., 2000; 
Chavant y col., 2002; Xinzhe Gu, 2016). Pseudomonas es una especie 
bacteriana que en condiciones aeróbicas y en bajas temperaturas 
produce un marcado deterioro en los alimentos (Gill y col., 2000, Copes 
y col., 2005), también se encuentra asociada con Listeria spp. formando 
biopelículas mixtas a bajas temperaturas (Hernandez Puga C, 2016). 
En los experimentos realizados con cepas de E. coli, E. coli O157 
y Salmonella spp. en las mismas superficies y a 3°C, se comprobó la 
adherencia a las 12 horas en los dos primeros casos (E. coli, E. coli 
O157) y a las 24 horas en el tercero (Salmonella spp). A las 240 horas 
(10 días) de incubación, la mayor concentración bacteriana fue de E. 
coli (2,79 UFC/cm2). El comportamiento de las bacterias coliformes 
evaluadas en este estudio fue muy similar a los datos consultados en la 
bibliografía. Varios autores realizaron distintos ensayos para producir 
biopelículas a bajas temperaturas y en diferentes matrices. En AI, Dantas 
Espadas y col., (2014), desarrollaron biopelículas de E. coli O157 en 144 
horas incubando a 6°C, y obtuvieron una concentración bacteriana de 3 
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log UFC/cm2. Dourou y col. (2011), utilizaron cupones de AI y de PEAD, 
inoculados con E. coli O157 en carne molida unos y otros con un 
homogeneizado de carne más caldo tripticasa soya y fueron incubados a 
4°C. El resultado que obtuvieron fue de 2,5 log UFC/cm2 (con la carne 
molida) y 2 log UFC/cm2 (con el homogeneizado) a las 168 horas (7 días) 
de incubación.  
En referencia a Salmonella spp., una gran cantidad de cepas tienen 
la capacidad de producir biopelículas en diferentes superficies y a bajas 
temperaturas (Silva y col., 2008; Lianou y col., 2012; Paz-Méndez y col., 
2017). Recientemente Borges y col. (2018), estudiaron la capacidad de 
producir biopelículas a partir 243 cepas de Salmonella entérica, de las 
cuales 96 cepas (39,5%) produjeron biopelículas a 3°C.  
La formación de biopelículas de E. coli, Salmonella spp y E. coli 
O157 a 3°C durante 240 horas, mostró diferencias significativas en los 
promedios de los recuentos para E. coli en las superficies de AI y PEAD a 
las 48, 72, 96, 144 y 240 horas de incubación (p<0,05). Sobre PTFE, E. 
coli mostró diferencias significativas en los promedios de recuentos a las 
48, 72, 96, 144, 192 y 240 horas de incubación (p<0,05).  
Con la aplicación de la ecuación de Gompertz, se observó que 
solamente E. coli logró un ajuste en las tres superficies, obteniendo el 
mayor valor de 𝜇𝜇. Esto podría estar relacionado al medio ambiente donde 
se encuentra la matriz (PEAD) de donde se aisló esta cepa. El protocolo 
de uso de los contenedores de PEAD en el establecimiento del Comedor 
Universitario, indica que gran parte del día se encuentran en la cámara 
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fría (3°C ± 3). Estos cambios de temperatura en forma constante podrían 
haber influido para que E. coli desarrollara la habilidad mostrada para 
crecer a 3°C. 
Las otras cepas que se ajustaron a Gompertz fueron Salmonella 
spp. en PEAD y E. coli O157 en PTFE. El porcentaje final de cepas que 
ajustaron a la ecuación fue del 44,44%. Todas las cepas incubadas a 3°C 
mostraron valores de MPD muy similares, con excepción de Listeria spp. 
que produjo el mayor valor (2,53 Log UFC/cm2). Un hecho de relevancia 
que se observó en Listeria spp. fue que en todo el tiempo en que se 
realizó el experimento (192 y 240 horas) las cepas no mostraron una 
tendencia a disminuir su crecimiento, sino por el contrario, en algunos 
casos se elevó levemente. Este resultado nos creó algunas incógnitas y 
generó nuevas ideas para futuros estudios. El comportamiento exhibido 
por Listeria spp. a bajas temperaturas y en superficies inertes, fue 
considerado de relevancia debido a que los alimentos conservados en 
esos ambientes no están libres de sufrir contaminación.  
Silva y col. (2008), resaltaron la importancia de la producción de 
biopelículas a 3°C, esto se basó en que la mayoría de las heladeras 
hogareñas y las cámaras frías de las plantas productoras de alimentos 
funcionan a esta temperatura.  
En la incubación a 10°C de temperatura las 5 cepas se adhirieron 
en las 3 superficies en las 3 primeras horas de incubación. La mayor 
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concentración celular fue de E. coli O157 (PEAD, 3,45 log UFC/cm2) y la 
menor fue de Salmonella spp (AI, 2,04 log UFC/cm2).  
A lo largo de la incubación (192 horas, 8 días) la mayor 
concentración bacteriana alcanzada fue en PTFE por E. coli O157 (6,25 
log UFC/cm2). Los resultados obtenidos han mostrado similitud con 
trabajos publicados por otros investigadores. De hecho, existen 
publicaciones donde se informó el desarrollo de biopelículas de diferentes 
especies microbianas en, acero inoxidable, vidrio, gomas, diferentes 
plásticos, etc. (Jeong y col., 1994; Di Bonaventura y col., 2008; Ryu y col, 
2005; Borges y col., 2018) a temperaturas entre 8 y 12°C y dentro de los 8 
y 10 días. 
El desarrollo de biopelículas a 10°C presentó diferencias 
significativas (p<0,001) en los promedios de los recuentos bacterianos, en 
todos los tiempos de lectura y en todas las superficies estudiadas. 
A esta temperatura la cantidad de cepas que ajustaron al modelo 
de Gompertz fue del 73,3% (no ajustaron P. aeruginosa en la tres 
superficies y Listeria spp. en PTFE). Con respecto a 𝜇𝜇, el mayor valor fue 
para Salmonella spp. y E. coli con 0,17 [Log (UFC/cm2)/días]. Estos 
valores marcaron una gran diferencia con los obtenidos de las mismas 
cepas a 3°C. Las diferencias observadas en las enterobacterias entre los 
3 y 10°C de incubación se podrían atribuir a su carácter mesófilo (35-
37°C). En contraposición a P. aeruginosa y Listeria spp. que poseen un 
comportamiento psicrófilo. Lo más notorio fue la diferencia de los valores 
de MPD, a 10°C el menor valor fue de 3,29 Log UFC/cm2 y el mayor de 
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5,49 Log UFC/cm2 comparado con el de E. coli a 3°C que fue de 2,53 Log 
UFC/cm2.   
Según los resultados obtenidos a 10°C, se dedujo que las 
concentraciones bacterianas alcanzadas por las biopelículas, fue uno de 
los eventos más importantes en relación a la inocuidad de los productos. 
Las cepas de E. coli O157, Listeria spp y Salmonella spp. 
superaron las respectivas dosis infectivas mínimas (DIM). Cabe recordar 
que la DIM de E. coli O157:H7 puede ser de 10 hasta 100 UFC (ANMAT, 
2011), Salmonella spp de 105 a 108 UFC/g, pudiendo variar según las 
características de la cepa y la resistencia del huésped (ANMAT, 2018).  
La capacidad de producir biopeliculas de las tres cepas estudiadas 
aumenta el riesgo de contaminación cruzada de los alimentos y podría 
facilitar la transferencia de bacterias por medio de la formación de 
aerosoles. Estos sucesos son de importancia no sólo en la contaminación 
de los alimentos. También podrían contaminar a los manipuladores 
provocando la diseminación de bacterias y la posterior formación de 
biopelículas en otros ambientes.  
En la incubación a 25°C de temperatura, las 5 cepas se adhirieron 
a las 3 superficies en las 3 primeras horas de incubación. La mayor 
concentración se observó en PEAD por E. coli O157 (3,45 log UFC/cm2) y 
la menor concentración fue por Salmonella spp. en AI (2,04 log UFC/cm2).  
A lo largo de toda la incubación (72 horas) la mayor concentración 
bacteriana alcanzada fue en AI por E. coli O157 (7,92 log UFC/cm2). 
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Estos datos coinciden con la bibliografía consultada (Ryu y col., 2005; 
Bonsaglia y col., 2014; Hernández Puga C., 2016). 
Con la aplicación de la ecuación de Gompertz a los datos 
experimentales obtenidos a 25°C, se verificó el aumento de 𝜇𝜇 (1,33 [Log 
(UFC/cm2)/días]) en E. coli. El porcentaje de cepas que se ajustaron al 
modelo fue de 46,6%. Los valores obtenidos de las 5 cepas a 25°C, 
fueron muy superiores a los obtenidos en las otras temperaturas 
utilizadas. La mayoría de las cepas poseen características mesófilas y 
psicrótrofas, lo que favoreció el crecimiento a esta temperatura. Los 
valores correspondientes a MPD fueron muy similares a los obtenidos con 
los promedios reales.  
La aplicación de los modelos matemáticos al promedio de los 
recuentos obtenidos de las biopelículas a diferentes temperaturas y 
superficies fue de carácter experimental. Esta idea se basó en tratar de 
esclarecer con la mayor exactitud posible la velocidad de crecimiento de 
las biopelículas en materiales que son utilizados diariamente en el 
proceso de producción de alimentos. Para la obtención de estas 
incógnitas se optó por la aplicación de la ecuación de Gompertz, que a 
partir de los parámetros generados se pueden obtener la velocidad 
específica de crecimiento, la duración de la fase de latencia y la máxima 
densidad poblacional microbiana bajo condiciones particulares. Las 
biopelículas poseen muchos perfiles que influyen en el modelado 
matemático y uno de los problemas más importantes es la evolución del 
frente de la biopelícula. Según Conca (2007), esta es una de las 
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incógnitas del problema que hace que este fenómeno sea altamente no 
lineal. Este tipo de problemas fue denominado frontera libre (Conca y col., 
2007). Por eso se consideró que en el futuro será necesario desarrollar 
estudios con diferentes ecuaciones que puedan expresar el 
comportamiento de las biopelículas en una superficie (Cumsille y col., 
2014). López Núñez A. (2018) obtuvo resultados satisfactorios en su 
trabajo de tesis al utilizar modelos matemáticos como el método numérico 
para casos de una dimensión (modelo de Eberl) (Eberl y col., 2001) y los 
modelos de dos dimensiones para especies múltiples (modelo de Alpkvist 
y el modelo no lineal de desprendimientos y lineal para nutrientes) 
(Alpkvist y col. 2007).  
Se determinó que microorganismos patógenos a la temperatura de 
25°C pueden superar ampliamente la dosis infectiva mínima en un tiempo 
de 3 horas y formar biopelículas en los materiales ensayados. Estos datos 
fueron de gran importancia para implementar protocolos dirigidos a la 
prevención en la formación de biopelículas, cumplir con el objetivo de 
minimizar los riesgos de contaminación cruzada y garantizar la inocuidad 
de los productos.  
En una cocina industrial al momento de comenzar las operaciones 
la temperatura oscila entre 25 y 27°C. En el momento de mayor 
producción la temperatura aumenta drásticamente superando los 30°C. 
Estas condiciones hacen que la permanencia de restos orgánicos en la 
superficies puedan convertirse en la película acondicionante (Díaz C., 
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2011). Esto facilita la formación de una biopelícula que potencialmente 
podría contaminar el producto final.  
“Desde el momento en que se comprobó que las bacterias 
patógenas podían ser parte de las biopelículas y así comportarse como 
un reservorio infeccioso…” (Shi y col., 2009), la industria alimentaria 
incrementó severamente sus esfuerzos para obtener una mejora continua 
en las BPM y en el HACCP con un objetivo final: controlar las 
biopelículas.  
En las BPM y el HACCP, se encuentran desarrollados los 
diferentes procedimientos que aplicados en forma ordenada, logran 
productos con garantía de inocuidad. El desarrollo e implementación de 
los procedimientos denominados cleaning in place (CiP) (Sharma y col., 
2002; Shi y col 2009) se basan en una minuciosa aplicación de limpieza y 
desinfección en un lugar definido y con personal altamente capacitado. Se 
ejecutan controles macroscópicos y se verifican con métodos 
microbiológicos ejecutados con estrictas frecuencias, que están sujetas a 
la aparición de desviaciones. En caso de presentarse no conformidades 
se procede a la aplicación de acciones correctivas (López Aguayo y col., 
2010; Barreto y col., 2016; Kars R, 1995). 
  Resulta de gran importancia hacer una referencia sobre 
características de los materiales que fueron utilizados en este 
experimento. Los trozos de AI (obtenidos de bandejas en uso), PEAD 
(contenedores en uso) y PTFE (tablas de corte en uso), poseían 
ralladuras y marcas que se detectaban macroscópicamente. Estas 
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rugosidades influyeron para que el material orgánico quede retenido 
facilitando así la adhesión bacteriana (Stevens y col., 1993; Boulange-
Peterman y col., 1997; Boid y col. 2001; Katsikogianni y col. 2004; 
Whitehead y col. 2005; Abalos C., 2005; Fuster i Valls, 2006; Díaz C., 
2011). Todos los materiales que se utilizan en producción de alimentos 
están habilitados por las instituciones específicas que verifican su 
constitución y vida útil, uno de los aspectos esenciales que se deben 
controlar en una planta procesadora de alimentos. Por esto, la redacción 
de procedimientos que indiquen las condiciones límites del uso de las 
superficies, es una de las acciones a implementar con rapidez para 
prevenir futuros problemas en la sanitización.  
Los resultados obtenidos en esta etapa se convierten en 
herramientas que aportan información indispensable para poder 
implementar una estrategia de sanitización para el control de las 
biopelículas. 
 
ii. Método de tinción para la detección de biopelículas 
El método de tinción resultó de utilidad para evaluar 
macroscópicamente el desarrollo de las biopelículas sobre las superficies. 
En el punto iii. d, se detalla como las biopelículas aumentaron su 
crecimiento conforme al incremento de la temperatura de incubación.  
Con respecto a la identificación de biopelículas en los cortes de los 
tres materiales utilizados, la categoría 1 teñido difuso (color celeste) se 
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observó macroscópicamente a partir de 1,82 log UFC/cm2. Este valor es 
muy cercano al valor promedio obtenido en la Etapa 1 (promedio 2,39 log 
UFC/cm2). Cuando la tinción se utilizó para identificar biopelículas en 
bandejas de servicio, se observó la persistencia de color en 
concentraciones de 1,61 log UFC/cm2 correspondiente a la bandeja 19 
(Gráfico 1). 
Según los resultados obtenidos en éste estudio, se consideró que 
la utilización del cristal violeta para identificar macroscópicamente 
biopelículas en estos tipos de superficies, estaría en discusión ya que a 
bajas concentraciones no se puede observar la presencia de color. Se 
decidió que en el caso de utilizar la tinción, deberá ser verificada con un 
doble hisopado y realizar el exámen microbiológico.  
iii. Aplicación de tres protocolos de limpieza y desinfección (LD) 
En nuestro país el SENASA (Servicio Nacional de Sanidad y 
Calidad Agroalimentaria) sugiere cumplir con lo indicado en la Directiva 
L165/48 (Comunidad Económica Europea, 2001), donde se establecen 
dos categorías para el estudio microbiológico de superficies en contacto 
con los alimentos. Los valores en los recuentos de RAM serán aceptables 
de 0-10 UFC/cm2 y no aceptables a los >10 UFC/cm2. Para el recuento de 
enterobacterias el valor aceptable será < 1 UFC/cm2. 
El control del medio ambiente y de las superficies que entran en 
contacto con los alimentos se convirtió en una de las operaciones de 
mayor relevancia mundial para prevención de las ETA. Linton A. (1983) 
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en “Guidelines prevención and control of Salmonellosis part I and II” 
indicaba que una superficie que contenga 3 UFC/cm2, era muy bueno 
(condición higiénica); 3-9 UFC/cm2, bueno; 10-29 UFC/cm2, moderado; 
30-90 UFC/cm2; malo. Estas sugerencias (al presente) son tenidas en 
cuenta por el Instituto de Salud Pública del Gobierno de Chile en el 
“Procedimiento recuento de microorganismos en suspensión por método 
de torunda en superficie” con fecha de revisión del 2008. Más tarde, 
Solberg y col (1990) sugerían que para superficies limpias los valores 
aceptables microbiológicamente eran < 5 UFC/6,8 cm2 con una tolerancia 
de hasta 10 UFC/6,8 cm2.  
El gran desafío de este trabajo fue poder obtener una superficie 
limpia que no genere ningún tipo de riesgo para la salud. La estrategia de 
limpieza y desinfección consistió en utilizar productos químicos de fácil 
acceso, de bajo costo, de fácil aplicación y que se puedan adaptar a los 
procesos que se realizan diariamente en el Comedor Universitario de la 
Universidad Nacional de La Plata.  
Los resultados obtenidos a partir de la utilización del detergente 
neutro y solución de hipoclorito de sodio 400 ppm (Protocolo 1) 
determinaron la ausencia de Salmonella spp, E. coli, E. coli O157, Listeria 
spp y P. aeruginosa y el RAM nunca superó la cantidad de 4,44 UFC/cm2 
en todas las superficies estudiadas. Las dosis propuestas “in vitro” para el 
detergente y el desinfectante fueron efectivas y cumplieron con los 
valores en los recuentos de RAM sugeridos por los entes fiscalizadores. 
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Según los datos obtenidos en la consulta bibliográfica las 
concentraciones de uso del hipoclorito de sodio varían según al objetivo 
del protocolo de desinfección. En este caso, la dosis utilizada fue de 400 
ppm, y se encuentra dentro del rango de uso cuando se pretende 
implementar una efectiva desinfección pos lavado de superficies (Rutala y 
col., 1997; Rutala y col., 2008; CDC I, 2008; CDC II, 2008; Lantagne y 
col., 2010). El detergente neutro y la solución de hipoclorito de sodio 400 
ppm fueron eficaces, de bajo costo, fácil preparación y se adaptaron a las 
necesidades operativas del Comedor Universitario. Por estas cualidades 
se decidió su uso en el experimento de LD “in situ”. 
El protocolo 2 consistió en la aplicación de catolito (catolyte o agua 
alcalinizada) al 50% y agua electroactivada al 100%. El catolito fue 
definido como una solución con poder detergente, sin espuma y de un pH 
de 11,5 a 12 que actúa como desengrasante (Mazzitelli J, 2013) y se 
utilizó como producto de limpieza. El agua electroactivada cumplió el rol 
de desinfectante (Huang y col., 2008; Duran H., 2010; Tabernero de Paz y 
col., 2013). En la etapa de lavado, en el momento en que las biopelículas 
entraban en contacto con la solución alcalina se desprendían en forma 
inmediata. No obstante, se respetó el protocolo y se realizó el cepillado. El 
resultado de los análisis bacterianos mostró la ausencia en todas la 
superficies de Salmonella spp, E. coli, E. coli O157, Listeria spp y P. 
aeruginosa y el RAM no superó el valor de 4,44 UFC/cm2. De esta 
manera este estudio “in vitro” se consideró exitoso ya que cumplió con lo 
sugerido por los entes fiscalizadores.  
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El detergente alcalino y ácido acético 2000 ppm (Protocolo 3) fue 
utilizado con la misma metodología que los anteriores. El ácido acético 
inhibe una gran cantidad de bacterias que colonizan las superficies 
(Forrest y col., 2007; Carranza y col., 2013). Es utilizado para la 
desinfección de superficies que están en contacto con alimentos en 
hogares, plantas de procesamiento, maquinarias y en soluciones del 2% 
en superficies de carcasas bovinas (Carranza y col., 2013; Pipek y col., 
2005; Pipek y col., 2005). El resultado de los análisis bacterianos reveló la 
ausencia en todas la superficies de Salmonella spp, E. coli, E. coli O157, 
Listeria spp y P. aeruginosa y el RAM no superó el valor de 4,44 
UFC/cm2. El estudio “in vitro” se consideró exitoso ya que cumplió con lo 





• P. aeruginosa y E. coli, aisladas del contenedor de PEAD, pueden 
producir biopelículas en las tres superficies y a las tres 
temperaturas a las que fueron sometidas.  
• Las de E. coli O157, Salmonella spp. y Listeria spp., formaron 
biopelículas en las tres superficies y a las tres temperaturas, 
superando las dosis infectivas mínimas necesarias para producir 
enfermedad.  
• A 25°C las cepas de E. coli, E. coli O157 y P. aeruginosa, 
superaron los 3 log UFC/cm2 en las tres superficies en las 3 
primeras horas de incubación. Listeria spp. y Salmonella spp. 
alcanzaron 2,8 log UFC/cm2 en AI, y superaron los 3 log UFC/cm2 
en PEAD y PTFE en las 3 primeras horas de incubación.  
• La tinción de cristal violeta al 1 %, mostró que a bajas 
concentraciones celulares <1,61 log UFC/cm2 no se pudo observar 
macroscópicamente el color azul. Se consideró que en estos casos 
la tinción debe ser acompañada con un hisopado para verificar la 
presencia de biopelículas.  
• Los 3 protocolos de LD utilizados en este estudio realizado “in vitro” 
produjeron resultados que cumplen con las directivas Nacionales e 
Internacionales referente a la limpieza y desinfección de superficies 
que están en contacto con los alimentos.  
• El protocolo 2 (catolito al 50% y agua electroactivada al 100%) 
mostró que es eficaz en altas concentraciones. No resulta 
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conveniente en términos operativos y económicos para el Comedor 
Universitario. En pequeños emprendimientos sería un protocolo de 
elección.  
• El protocolo 3 (detergente alcalino y ácido acético 2000 ppm) es 
eficaz pero el costo del ácido acético se convierte en una limitación 
debido a la escala de la operatividad del Comedor Universitario.  
• El protocolo 1 (detergente neutro y solución de hipoclorito de sodio 
400 ppm) es eficaz, de bajo costo, fácil preparación y se adapta a 






Aplicación y verificación “in situ” (Comedor 
Universitario) del protocolo de sanitización 





Objetivo específico:  
• Aplicar y verificar “in situ” (Comedor Universitario) el protocolo de 





Materiales y métodos  
i. Toma de muestra 
Lugar: Comedor Universitario, calle 50 y 116 Sede 1, “Bosque 
Oeste”. 
Protocolo de LD: Detergente neutro (concentración indicada por el 
proveedor) y solución de Hipoclorito de Sodio 400 ppm. 
Método de toma de muestra para el estudio microbiológico: las 
muestras fueron obtenidas de superficies secas, post aplicación del 
protocolo de Limpieza y Desinfección. Se utilizó hisopado doble (Britania, 
Buenos Aires, Argentina) en 5 ml de caldo Letheen (Britania, Buenos 
Aires, Argentina). En cuanto a la técnica de hisopado, primero se utilizó el 
hisopo seco, apoyando y deslizando de un lado otro de la superficie, 10 
veces de arriba hacia abajo; giro del hisopo y otras 10 veces de lado a 
lado. Con el segundo hisopo esta vez húmedo con caldo Letheen 
(Britania, Buenos Aires, Argentina) se procedió de la misma forma. La 
superficie a estudiada fue de 25 cm2 (5 x 5 cm). Ambos hisopos se 
depositaron en el mismo tubo y se consideró la misma muestra. 
Posteriormente se transportaron refrigerados al Laboratorio de 
Microbiología de Alimentos FCV-UNLP para el análisis (Valdez Duque B., 
2008). 
Número de muestras por día de trabajo: se procesaron 40 
muestras por día; 20 muestras de superficies de AI (Bandejas de 
servicio), 10 muestras de superficies de PEAD (Contenedores) y 10 
muestras de superficies de PTFE (tablas de corte). El número total de 
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muestras fue de 100 bandejas de servicio, 50 contenedores de PEAD y 
50 de tablas de PTFE. Se seleccionó 1 bandeja/contenedor/tabla cada 5 
bandejas/contenedores/tablas lavados y secos. 
ii. Estudios microbiológicos  
• Recuento de aerobios mesófilos (RAM). Esta metodología 
fue descripta en la página 59 (iv), Etapa 1.  
• Estudio de E. coli O157 y Salmonella spp  
Para el estudio de E. coli O157 y Salmonella spp. se realizaron 
grupos de 10 muestras de las cuales se tomó 0.1 ml de cada una (total 1 
ml.) y se inoculó en 9 ml caldo TSBm adicionado con novobiocina 20 
µg/ml (Acumedia Manufacturers, EE.UU.) y 9 ml agua peptonada 
bufferada (Britania, Buenos Aires, Argentina). Se incubaron durante 6 
horas a 41 y 37°C respectivamente. Se les realizó un tamizaje con el E. 
coli O157 test kit (DuPont, Wilmington, USA) y para Salmonella spp. se 
utilizó el RapidChek® SELECT™ (Sdix, Strategic Diagnostics Inc. 111 
Pencader Drive Newark, USA).  
• Estudio de Listeria spp.  
Se utilizó la metodología descripta por la ISO 11290-1:2004 en 
ANMAT (2013). Un mililitro de cada grupo de 10 se depositó en un tubo 
con 10 ml en el pre-enriquecimiento con “caldo half Fraser” (caldo Fraser 
a la mitad de la concentración) (Acumedia, Manofacturers, EE.UU.) y se 
incubó 24 horas a 30ºC. Se inocularon 0,1 ml de cultivo en 10 ml de caldo 
Fraser (para el enriquecimiento secundario con agentes selectivos a la 
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concentración normal) y se incubó de la misma forma. Terminada la 
incubación, se sembró en superficie en los medios agar Listeria de 
acuerdo a Ottaviani y Agosti (ALOA, Acumedia, Manofacturers, EE.UU.) y 
PALCAM (Acumedia, Manofacturers, EE.UU.). Las colonias que 
mostraron características fenotípicas similares a las de Listeria fueron 
repicadas al medio sólido tripticasa de soya (Acumedia, Manofacturers, 
EE.UU.). Para la identificación de Listeria spp se realizó la prueba de la 
catalasa, Coloración de Gram, Prueba de la movilidad, Test de hemólisis, 
Utilización de carbohidratos (ramnosa y xilosa), Prueba de CAMP 
(Christie- Atkins- Munch-Peterson).  
iii. Diagrama de flujo de las bandejas de servicio, contenedores 
de PEAD y tablas de PTFE en el comedor Universitario de la 
UNLP 
• Bandejas de servicio 
Terminado el producto, se sirve en las bandejas con el vaso de 
agua, los cubiertos, el pan, servilleta y la fruta. El comensal se dirige a la 
mesa, almuerza y al finalizar deja la bandeja con los restos en la mesada 
de lavado. Los operarios realizan la LD. Al finalizar dejan escurrir la 
bandeja en contenedores cribados y entra en el circuito nuevamente. Esto 
se repite 4 veces por día y en el último lavado se almacena hasta el otro 




• Contenedores de PEAD 
Terminado el producto, se deposita en el contendor hasta los tres 
cuartos de su volumen y toma dos rutas. A: se cubre con la tapa y se 
traslada en camioneta a las otras sedes. Una vez terminado el uso, se 
aplica la LD en la sede y se transporta vacío al comedor base, donde se 
almacena hasta el servicio. B: se deposita hasta los tres cuartos de su 
volumen y se traslada en zorra hasta la barra de servicio. Una vez 
terminada la comida, se aplica la LD y se almacena hasta el servicio 
(figura 10).  
• Tablas de PTFE 
Terminado el producto, se corta sobre las tablas, se sirve en las 
bandejas y se entrega al consumidor. Una vez terminado el uso, se aplica 
la LD y se almacenan hasta el servicio (figura 10).  





a. Diagramación del lavado y desinfección de bandejas de 
servicio según la disposición de piletas en el Comedor 
Universitario (figura 11). 
• Recepción de bandeja: el comensal deja la bandeja con 
restos de comida en la mesada (1). El operario toma la 
bandeja y con un cepillo mojado con la solución de 
detergente, descarta en un contenedor todos los restos (2).  
• Lavado: Cepillado de toda la superficie entre 7 y 10 veces y 
se sumerge en pileta fija entre 10 y 15 minutos en la solución 
de detergente (3).  
• Enjuague: se realiza en pileta fija con agua potable a 75°C 
(4).  
• Desinfección: se llena un contenedor cribado de bandejas y 
se sumergen en pileta móvil con la solución desinfectante 
(hipoclorito de sodio) durante 15 minutos (5). 
• Enjuague: en pileta móvil con agua potable a 75°C (6) y se 
estiba para el escurrido y secado (7). Seguido, pasa a servicio 
o estibado. 
 
b. Diagramación del lavado y desinfección de 
contenedores de PEAD según la disposición de piletas 
en el Comedor Universitario (Figura 12). 
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• Llega el contenedor vacío con restos de comida, el operario 
con un cepillo mojado en la solución de detergente descarta 
todos los restos en un contenedor (1).  
• Lavado: cepillado y restregado con esponjas de metal con la 
solución de detergente, se espera el tiempo de acción (10 
minutos) (2) y se enjuaga con agua potable a 75°C (3).  
• Desinfección: se aplica la solución de hipoclorito de sodio 
400 ppm por aspersión (4) y se estiban hasta requerir su uso 
(5). 
• Enjuague: se le aplica un enjuague (5) con agua potable 
ante de usar (6). 
 





Figura 12: Diagramación del lavado y desinfección de contenedores de PEAD 
 
 
c. Acción correctiva aplicada en el lavado y desinfección 
de los contenedores de PEAD.  
Modificación del flujo operativo (Figura 13) 
A partir de la desinfección: 
• Desinfección: se aplica la solución de hipoclorito de sodio 
400 ppm por aspersión y se deja actuar al menos 30 
minutos.  
• Enjuague con agua a 75°C. Se deja escurrir durante al 
menos 5 minutos. Se aplica por segunda vez el 
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procedimiento de desinfección y se estivan hasta el uso, 
abertura abajo.  
• Enjuague con agua potable ante de usar (6).  
 
Figura 13: Modificación del flujo operativo a partir de la desinfección 
 
 
d. Diagramación del lavado y desinfección de las tablas de 
PTFE según la disposición de piletas en el Comedor 
Universitario (Figura 14). 
• Llega la tabla con restos orgánicos, el operario con un cepillo 
mojado en la solución de detergente, descarta todos los restos en 
un contenedor (1).  
• Lavado: cepillado y restregado con esponjas de metal con la 
solución de detergente, se espera (10 minutos) (2) y se enjuaga 
con agua potable a 75°C (3).  
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• Desinfección: se sumergen en una solución de hipoclorito de sodio 
400 ppm en un contenedor de PEAD destinado para esa labor (3) 
durante 30 minutos, se secan y se estiban hasta requerir su uso 
(4). 
Figura 14: Diagramación del lavado y desinfección de tablas de PTFE según la 




e. Ubicación de los lugares de lavado en el plano del 
Comedor Universitario calle 50 sede 1 Bosque Oeste 
(figura 15).  
El color verde señala las cuatro piletas (dos fijas y dos móviles) 
destinadas para el lavado de bandejas, cubiertos y vasos destinados al 
servicio diurno. En rojo se señalan las seis piletas destinadas al lavado de 
los contenedores de PEAD, tablas de corte, instrumentos, etc. En celeste 
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se indica la entrada del personal y materia prima y en negro la entrada de 
comensales.  
Figura 15: Ubicación de los lugares de lavado en el plano del Comedor Universitario calle 










i. Resultado de los análisis bacteriológicos en superficies de AI  
En el gráfico 11 se muestran los resultados de los 100 análisis 
microbiológicos de RAM, de las muestras extraídas de las superficies de 
las bandejas de AI, durante 5 días. Los valores de los recuentos son el 
resultado de la aplicación de la fórmula 1 y están expresados en 
UFC/cm2. 
Post aplicación del protocolo 1 en las superficies de AI, el mayor 
valor individual obtenido fue de 4 UFC/cm2 (se repitió 3 veces el día 
martes y el número de las muestras fue: 10, 17 y 20).  
En el gráfico 12 se muestran los promedios diarios obtenidos en la 
semana de trabajo. De los 5 valores promedios obtenidos en las 
superficies de AI, el jueves fue el día que se registró el mayor valor (1,52 
UFC/cm2).  
Los resultados microbiológicos para E. coli O157, Salmonella spp y 
Listeria spp, fueron negativos.  
ii. Resultado de los análisis bacteriológicos en contenedores de 
PEAD. 
En el gráfico 13 se muestran los resultados de los 50 RAM de las 
muestras extraídas de los contenedores de PEAD durante 5 días. Los 
valores de los recuentos son el resultado de la aplicación de la fórmula 1 y 
están expresados en UFC/cm2. 
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Post aplicación del protocolo 1 en las superficies de PEAD, el 
mayor valor individual obtenido fue de 10 UFC/cm2 (se repitió 2 veces el 
día lunes y el número de las muestras fue: 7 y 9). 
A partir del martes y con la aplicación de la medida correctiva 
denominada “protocolo 1 modificado” el mayor valor obtenido fue de 5 
UFC/cm2 (muestra N° 22, día miércoles), los restantes valores estuvieron 
por debajo del valor de la muestra N° 22. 
 En el gráfico 14 se muestran los promedios diarios obtenidos en la 
semana de trabajo. El promedio del día lunes fue de 6,4 UFC/cm2, pero a 
partir de la aplicación de la medida correctiva “protocolo 1 modificado” los 
resultados obtenidos en los siguientes días cambiaron en forma abrupta. 
Entre los días martes, miércoles, jueves y viernes, el mayor promedio 
obtenido fue de 2,60 UFC/cm2 (jueves).  
Los resultados microbiológicos para E. coli O157, Salmonella spp y 
Listeria spp, fueron negativos.  
iii. Resultado de los análisis bacteriológicos en tablas de PTFE 
En el gráfico 15 se muestran los resultados de los 50 RAM de las 
muestras extraídas de las superficies de las tablas de PTFE durante 5 
días. Los valores de los recuentos son el resultado de la aplicación de la 
fórmula 1 y están expresados en UFC/cm2. 
Post aplicación del protocolo 1 en las superficies de PTFE, el 
mayor valor obtenido fue de 4 UFC/cm2 y se repitió 2 veces (día lunes, 
muestra 8 y el miércoles, muestra 37). En el gráfico 16 se muestran los 
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promedios diarios obtenidos en la semana de trabajo.  Los resultados 
microbiológicos para E. coli O157, Salmonella spp y Listeria spp, fueron 
negativos.  
Gráfico 11: Valores en UFC/cm2 obtenidos en superficies de AI en 100 muestras, post 
aplicación del protocolo 1. 
 
Gráfico 12: Valores en UFC/cm2 obtenidos en superficies de PEAD en 50 muestras, post 
aplicación del protocolo 1 (hasta el valor rojo) y protocolo 1 modificado (después del 
valor rojo). 
 
Gráfico 13: valores en UFC/cm2 obtenidos en superficies de PTFE en 50 muestras, post 




Gráfico 14: Promedio diario UFC/cm2 en superficies de AI (a), PEAD (b) y PTFE (c) post 












El Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria del 
Ministerio de Agroindustria de la Nación Argentina, emitió la circular 4176 
donde el inciso 1 es el Documento de Orientación sobre la aplicación de 
determinadas disposiciones del reglamento (CE) 2073/2005 relativo a los 
criterios microbiológicos aplicables en productos (2015). Esta circular se 
basa en la Decisión de la Comisión del 8 junio del 2001 (Comunidad 
Económica Europea, 2001), respecto a los criterios microbiológicos. En 
este documento se expresan los valores establecidos para los RAM 
(criterio recomendatorio) entre 0-10/cm2 (valor aceptable) >10/cm2 (valor 
inaceptable) y para enterobacterias 0-1/cm2 (valor aceptable) >1/cm2 
(valor inaceptable). En nuestro país todo productor de alimentos que vaya 
a exportar hacia la comunidad europea, deberá cumplir con esta circular.  
A partir del análisis realizado a la normativa vigente, se deduce que 
el criterio complementario (recomendatorio) podría ser atribuido al valor 
estipulado por la Decisión de la Comisión del 8 de junio de 2001, que es 
de 0 a 10 UFC/cm2 para los RAM y de 0 a 1 UFC/cm2 para 
enterobacterias. Para cumplir con el criterio obligatorio, la condición sería 
la ausencia de microorganismos patógenos en superficie. Este trabajo se 
ajustó a los valores asignados por los entes fiscalizadores para los 




i. Acero Inoxidable 
Los resultados obtenidos en AI post aplicación del Protocolo 1, 
cumplieron con los límites microbiológicos establecidos en la circular 4176 
(Cabrera J., 2013) y las superficies de AI se consideraron higiénicamente 
aceptables. Por lo tanto se sugiere que el límite microbiológico propio 
(límite en autocontrol) sea de 4 UFC/cm2 y que el límite microbiológico m 
(letra que identifica la cantidad que distingue los valores aceptables de los 
no aceptables) sea ≥10 UFC/cm2. Si m fuese superado o igualado, dará 
origen a un desvío, esto dará lugar a la no conformidad y a la aplicación 
de la acción correctiva (ICMSF, 2002, ANMAT, 2018) (figura 16) 
Figura 16: Límites en autocontrol y m 
Límite de autocontrol  
 
 
≥ a 10 UFC/cm2 indica la presencia 
de un desvío. No conformidad. 
Aplicación de la acción correctiva. 
 
En la tabla 42 se muestran los valores obtenidos en la Etapa 1 y los 
del protocolo 1.  
Tabla 42: Valores de los RAM en la Etapa 1 y protocolo 1 en superficies de AI. 
Protocolos Mayor valor obtenido Valor promedio 
Etapa 1 3,17 log UFC/cm2 2,23 log UFC/cm2 




Con respecto a los resultados de E. coli O157, Salmonella spp y 
Listeria spp. fueron negativos. De esta manera se cumplió con el criterio 
microbiológico obligatorio (ANMAT, 2018).  
Es importante mencionar que en cuanto al desinfectante y la dosis 
utilizada, varios autores coincidieron en que la dosificación de 400 ppm 
del protocolo 1 era útil para este tipo de operaciones (Rutala y col., 1997; 
Rutala y col., 2008; CDC I, 2008; CDC II, 2008).  
ii. PEAD 
En PEAD los resultados de los RAM el día lunes, marcaron un 
desvío y por lo tanto se consideró como una no conformidad para el 
protocolo 1 que dio lugar a la aplicación de una acción correctiva. Esta 
decisión es la indicada cuando son igualados o superados los límites 
establecidos en los criterios microbiológicos complementarios (ANMAT, 
2018; Cabrera J. 2013).  
La decisión de aplicar el protocolo 1 modificado (acción correctiva), 
se basó en tres puntos:  
1. La solución de hipoclorito de sodio 400 ppm que se utilizó en la 
primera desinfección podría haber reaccionado con material 
orgánico presente en las ranuras del PEAD y por lo tanto no 
haber podido actuar sobre la totalidad de las biopelículas 
ubicadas dentro de las “rugosidades” (Fuster i Valls, 2006, 
Whitehead y col. 2005; Díaz C., 2011). Ruiz Bolívar y col. 
(2008) aconsejan hacer varios ciclos de desinfección, ya que la 
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primera aplicación remueve la capa superior de células, 
separándola de las más persistentes. 
2. Otro de los motivos del desvío es que el lavado de los 
contenedores es muy difícil e incómodo para el operario. Por 
eso se están probando cepillos con diferentes largos y dureza 
de cerdas. También se trabaja en la capacitación, ensayando 
distintas modalidades para mejorar la técnica de limpieza (OPS, 
2018). 
3. El desgaste de los contenedores fue un problema a resolver. Se 
decidió hacer una evaluación de todos los contenedores en uso 
y se sugirió el cambio del 50% de ellos. Esta maniobra fue 
acompañada con un entrenamiento “in situ” de los encargados 
de cada sede.  
  Mientras se evaluaba el pedido de los nuevos contenedores, se 
instaló el protocolo modificado 1 (aplicar un nuevo enjuague con agua a 
presión a 75°C, dejar escurrir y aplicar la desinfección por segunda vez y 
dejar en contacto la solución de hipoclorito de sodio más tiempo).  
Los resultados obtenidos del protocolo 1 modificado mostraron una 
gran reducción en los RAM, ubicando los valores individuales en la mitad 
de los límites microbiológicos complementarios. En la tabla 43 se 
muestran los valores obtenidos en la Etapa 1, el protocolo 1 y el protocolo 




Tabla 43: Valores obtenidos en los RAM en la Etapa 1, protocolo 1 y protocolo 1 
modificado en superficies de PEAD. 
Protocolos Mayor valor obtenido Valor promedio 
Etapa 1 5,21 log UFC/cm2 4,88 log UFC/cm2 
Protocolo 1  1,00 log UFC/cm2 0,80 log UFC/cm2 
Protocolo 1 modificado 0,69 log UFC/cm2 0,41 log UFC/cm2 
 
Los resultados del protocolo 1 no se consideraron aceptables en 
las condiciones de trabajo actuales. Quizás pueda ser utilizado en 
superficies de PEAD en mejores condiciones. El protocolo 1 modificado, 
cumplió con los límites microbiológicos complementarios y podría ser 
favorable su implementación en los procesos. Se sugiere que el límite 
microbiológico propio (límite en autocontrol) sea de 5 UFC/cm2 y que el 
límite microbiológico m se le atribuya el valor de ≥10 UFC/cm2. 
Con respecto a los resultados obtenidos en los estudios de E. coli 
O157, Salmonella spp y Listeria spp. todos fueron negativos (protocolo 1 y 
protocolo 1 modificado). De esta manera cumplieron con el criterio 
microbiológico obligatorio (ANMAT, 2018).  
iii. PTFE 
En las tablas de PTFE los resultados obtenidos en los RAM, 
estuvieron por debajo de los esperados en el plan de trabajo, por lo que el 
protocolo 1 cumplió límites microbiológicos indicados por m (≥10 
UFC/cm2). 
Esto puede ser atribuido a que el lavado de las tablas de PTFE no 
incomoda a los operarios y pueden efectuarlo de manera fácil y rápida. La 
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desinfección no fue afectada por el tiempo de contacto ya que en dos 
contendores de PEAD se sumergen todas las tablas en uso. 
En la tabla 44 se muestran los valores obtenidos en la Etapa 1 y los 
resultados del protocolo 1.  
Tabla 44: Valores obtenidos en RAM en la Etapa 1 y protocolo 1 en superficies de PTFE. 
Protocolos Mayor valor obtenido Valor promedio 
Etapa 1 3,17 log UFC/cm2 2,23 log UFC/cm2 
Protocolo 1  0,60 log UFC/cm2 0,25 log UFC/cm2 
 
Por lo tanto se sugiere que el límite microbiológico propio (límite en 
autocontrol) sea de 4 UFC/cm2 y que al límite microbiológico m se le 
atribuya el valor de ≥10 UFC/cm2. 
Los resultados obtenidos para E. coli O157, Salmonella spp y 






• Los valores de RAM obtenidos en las superficies de AI 
cumplieron con los límites establecidos en los criterios 
microbiológicos complementarios, sugiriéndose como límite 
microbiológico propio (límite en autocontrol) el valor de 4 
UFC/cm2 y que el límite microbiológico m (cantidad que 
distingue aceptables de defectuosas) de ≥10 UFC/cm2. 
• En las bandejas de servicio el protocolo 1 fue efectivo, 
aplicable, repetible y auditable, a pesar de la velocidad con 
que se aplica y a la cantidad de bandejas que se someten a 
la LD. Se consideró altamente recomendable su aplicación.  
• Los resultados del protocolo 1 en PEAD no se consideraron 
aceptables en las condiciones de trabajo actuales (estado de 
las superficies). Estos quizás puedan ser utilizados en 
superficies bajo control de desgaste.  
• El protocolo 1 modificado cumplió con los límites 
microbiológicos complementarios, por lo que sería muy 
favorable su implementación en los procesos en el Comedor 
Universitario.  
• El control y el recambio programado de los contenedores de 
PEAD, es una operativa de debe implementarse con el fin 
mejorar los procesos y facilitar la LD. 
• La aplicación del protocolo 1 en las superficies de PTFE, 
cumplió con los límites microbiológicos complementarios. Se 
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sugiere como límite microbiológico propio (límite en 
autocontrol) sea de 4 UFC/cm2 y que al límite microbiológico 
m se le atribuya el valor de ≥10 UFC/cm2. El protocolo 1 fue: 





(ETAPA 1, ETAPA 2 Y ETAPA 3) 
1. Las cinco cepas que se utilizaron en este trabajo formaron 
biopelículas en todas las superficies y a todas las temperaturas. La 
cepa de E. coli aislada de un contenedor de PEAD no poseía 
características patógenas, por lo que se la consideró como 
indicador de contaminación fecal indirecta. Las cepas E. coli O157, 
Salmonella spp. y Listeria spp. se adaptaron y formaron 
biopelículas que superaron ampliamente la dosis infectiva mínima. 
Esto encendió una alarma que nos obligó a esforzarnos en los 
controles, ya que las tres cepas fueron aisladas de lugares que 
fueron abastecidos por los mismos proveedores.  
2. La temperatura fue un factor que incidió decisivamente en el 
crecimiento de las biopelículas. A 3°C, Listeria spp. y P. aeruginosa 
se adhirieron a las superficies y superaron los 2 log UFC/cm2 
después de las 12 horas. E. coli, E. coli O157 y Salmonella se 
adhirieron a las 12 y 24 horas, pero el crecimiento de E. coli mostró 
diferencias significativas (p>0,05). En este caso, la presencia de 
estos microorganismos en lugares con bajas temperaturas estarían 
generando un alto riesgo de contaminación cruzada, de modo que 
la aplicación de una LD efectiva controlaría los riesgos tanto en 
cámaras frías como en heladeras hogareñas. 
3. En las incubaciones a 10 y 25°C, las cinco cepas aumentaron la 
velocidad específica de crecimiento (µ) y la máxima densidad 
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poblacional microbiana (MPD), logrando la adhesión a las 3 horas y 
superaron las dosis infectivas mínimas entre las 6 y 10 horas de 
incubación a 10°C y a las 3 horas a 25°C. Con estos resultados, 
queda claro que una falla en la LD permitirá que permanezcan 
restos orgánicos y que a la temperatura ambiental de la cocina, 
permitirá que en 3 horas se forme una biopelícula. 
4. La tinción con cristal violeta fue una herramienta muy útil para 
observar el crecimiento de las biopelículas en las tres superficies y 
a diferentes temperaturas. Cuando se utilizó para la identificación 
de biopelículas en superficies (Etapa 1) los resultados 
microbiológicos obtenidos de las superficies teñidas mostraron una 
alta concentración bacteriana. La limitante que se encontró en el 
uso de esta técnica, es que macroscópicamente no se detectó el 
color azul por debajo de 1.61 log UFC/cm2 que equivale a 41 
UFC/cm2. En la Etapa 2 los límites de visibilidad de color para E. 
coli O157 en AI fue de 1,82 log UFC/cm2 (66,6 UFC/cm2) y para 
Listeria spp en PTFE de 1,89 log UFC/cm2 (77 UFC/cm2). Estos 
valores de RAM superan a los requeridos por la Directiva L165/48 
(2001), indicando que a muy bajas concentraciones la utilización de 
la tinción con cristal violeta estará sujeta a la realización de un 
hisopado y posterior estudio microbiológico para verificar el 
resultado. 
5. Los tres protocolos mostraron su efectividad tanto en la limpieza 
como en la desinfección. Es importante resaltar que en el 
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experimento se los enfrentó a biopelículas que en algunos casos 
superaban 7 log UFC/cm2. La elección del protocolo 1 (Detergente 
neutro y la solución de Hipoclorito de Sodio 400 ppm) se basó en 
cuatro ventajas. 1) Alta capacidad de limpieza y desinfección. 2) 
Fácil acceso y bajo costo por la abundante oferta en la ciudad. 3) 
Fácil de preparar y de bajo riesgo para los operarios. 4) Los 
resultados microbiológicos obtenidos cumplen con la Directiva 
L165/48 (2001). 
6. El protocolo de LD desarrollado e implementado in situ resultó 
efectivo en las superficies de AI y PTFE y dio lugar a determinar los 
límites microbiológicos de autocontrol en esas dos superficies (4 
UFC/cm2). Estos límites microbiológicos se encuentran muy por 
debajo de los recomendados por la Directiva L165/48 (2001) (10 
UFC/cm2). 
7. El protocolo de LD desarrollado e implementado in situ no alcanzó 
a satisfacer los requerimientos propuestos para las superficies de 
PEAD. Se implementó el protocolo 1 modificado que cumplió con 
los límites microbiológicos recomendados. Se pudieron determinar 
los valores de autocontrol en la superficie de PEAD (5 UFC/cm2) 
que se encuentran muy por debajo de los recomendados por la 
Directiva L165/48 (2001) (10 UFC/cm2).  
8. Este trabajo generó ideas de cambio para modernizar y mejorar el 
funcionamiento general del Comedor Universitario. Se decidió 
continuar con el estudio de la detección temprana de biopelículas 
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para agilizar la identificación y aplicar los métodos necesarios para 
su control. 
Se continuará experimentando otros métodos de sanitización para 
poder definir cuál es el que brindará la mayor seguridad en las 
operaciones para obtener un producto inocuo.  
Se desarrollará junto a un equipo multidisciplinario una estrategia 
de capacitación áulica e in situ para satisfacer e incrementar 
conocimientos en los operarios.  
Estas conclusiones se basan en el espíritu de la mejora continua 
que es la base de la superación personal aplicada al contexto 
grupal para cumplir con los derechos de un individuo: el acceso al 
alimento, un lugar prolijo con atención amable y la garantía en todo 
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